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LIITTEET 
 
LIITE 1. Yhdisteet, joita on tutkittu mikrodialyysimenetelmällä. 
 1
1 JOHDANTO 
 
Keskushermosto, ja sen perusyksikkö aivot, on tarkoin säädelty elimistön osa. Elimistö 
on luonut tehokkaan järjestelmän sen suojelemiseksi haitallisilta vierasaineilta, kseno-
biooteilta. Veri-aivoeste toimii tässä tehtävässä verenkierron ja aivojen peruskudoksen 
välissä. 
 
Lääkehoitojen kannalta ksenobioottien, eli lääkeaineiden, pääsy aivoihin on toivottua 
vain, jos niiden vaikutuspaikka sijaitsee keskushermostossa. Jos perifeerisesti vaikut-
tava lääkeaine kulkeutuu aivoihin, voi se aiheuttaa keskushermostoperäisiä haitta-
vaikutuksia, joiden takia valmiste ei sovellukaan käyttöön. Nopeat ja helpot tutkimus-
menetelmät lääkkeen veri-aivoesteen läpäisyn tutkimiseen aikaisessa kehitysvaiheessa 
ovat erittäin tärkeitä lääketeollisuudelle. 
 
Veri-aivoesteen läpäisyn tutkimusmenetelmistä in vivo eläinmalleilla saadaan tärkeää 
tietoa lääkeaineen kulkeutumisesta veri-aivoesteen läpi ja jakautumisesta 
aivokudokseen. Eläimillä tehtävät tutkimukset ovat kuitenkin hyvin työläitä ja monet 
niistä vaativat monimutkaisia analyyttisiä metodeja. In vivo -menetelmät ovat 
useimmiten kuitenkin välttämättömiä ja niiden joukosta tulisi tunnistaa käytettävimmät 
ja kulloinkin asetetun tutkimuksen tavoitteen kannalta sopivimmat. 
 
Veri-aivoestettä kuvaavan in vitro -solumallin kehittäminen onkin ollut monen 
tutkimusryhmän pitkäaikainen tavoite. Hyvien ja toimivien in vitro -mallien avulla 
voidaan löytää helpommin kehityskelpoiset lääkeaineet, olipa veri-aivoesteen läpäisy 
sitten toivottua tai ei. Sen lisäksi, että in vitro -mallien avulla voidaan tutkia 
lääkeaineiden pääsyä aivokudokseen, voidaan niiden avulla tunnistaa myös 
funktionaalisuudet, jotka vaikuttavat yhdisteen kulkeutumiseen verenkierron ja aivojen 
välillä. 
 
Tässä kirjallisuuskatsauksessa kootaan tämän hetken veri-aivoesteen permeaation 
tutkimiseen käytettävät in vivo ja in vitro -menetelmät, sekä peilataan niitä tutkimuksen 
työkaluina uuden lääkkeen kehittämisen näkökulmasta. 
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2 VERI-AIVOESTE 
 
Veri-aivoeste on rakenteellinen ja funktionaalinen este verenkierron ja aivojen välillä. 
Se erottaa aivojen kapillaareissa virtaavan veren aivojen peruskudoksesta ja rajoittaa 
aineiden kulkeutumista näiden välillä (Gumbleton & Audus 2001).  Veri-aivoeste kattaa 
suuren osan aivojen kapillaarien pinta-alasta. Aivojen kohdat joissa veri-aivoestettä ei 
ole, säätelevät autonomista hermostoa ja endokriinisia rauhasia (Ballabh ym. 2004). 
 
Veri-aivoeste katsotaan muodostuvan kolmesta solutyypistä: kapillaarien 
endoteelisoluista (brain capillary endothelial cells, BCEC) astrosyyteistä ja perisyyteistä 
(kuva 1) (Gumbleton & Audus 2001). Endoteelisoluja pidetään tärkeimpänä veri-
aivoesteen läpäisevyyttä rajoittavana tekijänä (Terasaki ym. 2003). Solujen väliset 
liitokset toimivat rakenteellisena esteenä. Reseptorit, kuljetinproteiinit, pumput ja 
metaboliaentsyymit muodostavat veri-aivoesteen funktionaalisen osan ja suojelevat 
aivoja haitallisilta aineilta. Dauchy ym. (2008) mukaan rintasyöpäproteiini (BCRP) ja p-
glykoproteiini (P-gp) ovat voimakkaimmin ilmentyvät ABC-transportterit ihmisen veri-
aivoesteessä ja 80 % CYP-geeneistä on CYP1B1 -isoformia. 
 
Aivojen
 
puoli
Endoteelisolu
Perisyytti
Astrosyytti
Veri
 
Kuva 1. Veri-aivoesteessä aivojen kapillaarin endoteelisoluja ympäröivät astrosyytit ja 
perisyytit ovat mukana veri-aivoesteen toimintojen säätelyssä. Mukaillen (Terasaki ym. 
2003). 
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2.1 Solujen väliset liitokset 
 
Endoteelisolut ovat kiinnittyneet toisiinsa tiiviillä liitoksilla (Tight junctions, TJ) ja 
vyöliitoksilla (Adreherens junction, AJ). Liitokset sitovat vierekkäiset solut toisiinsa ja 
muodostavat rakenteellisen esteen endoteelisolun luminaalisen ja abluminaalisen 
solupinnan välille. 
 
Solujen väliset liitokset muodostuvat juostemaisista rakenteista, jotka sisältävät monia 
valkuaisaineita. Vyöliitoksissa kadheriini-kateniini kompleksit liittävät solut toisiinsa. 
Tiiviissä liitoksissa klaudiini, okludiini ja JAM toimivat integraalisina membraani-
proteiineina (Ballabh ym. 2004). ZO-1, ZO-2, ZO-3, 7H6 ja symplekiini ovat syto-
plasmisia liitännäisproteiineja, jotka liittävät membraaniproteiinit sytoskeletonin 
pääproteiiniin, aktiiniin (Ballabh ym. 2004). 
 
Tiiviit liitokset ovat rajoittava tekijä solujen väleistä tapahtuvassa permeaatiossa (Reese 
& Karnovsky 1967, Brightman & Reese 1969, Reese ym. 1971). Liitosten permeaation 
rajoittavuus riippuu useista tekijöistä kuten proteiinien avaruudellisesta ilmentymisestä, 
liitosten organisoitumisesta ja niiden fosforyloitumisesta (Omidi ym. 2003). Tiiviit 
liitokset ylläpitävät myös endoteelisolun solukalvon polarisoitumista eli entsyymien, 
reseptorien ja kuljetinproteiinien epätasaista jakautumista luminaalisen ja 
abluminaalisen membraanin välillä (Wolburg & Lippoldt 2002, Deli ym. 2005). 
 
 
2.2 Kuljetinproteiinit 
 
Kuljetinproteiinit eli transportterit kuljettavat yhdisteitä solukalvon yli aivoihin 
(influksi) ja aivoista pois (efluksi). Ne varmistavat aivojen riittävän ravinnonsaannin ja 
suojelevat aivoja ksenobiooteilta. Veriaivoesteessä on havaittu monia transporttereita ja 
osaa niistä pidetään erityisen merkittävänä lääkehoitojen kannalta (kuva 2). 
Transportterit voivat toimia symbioosissa solun eri kalvoilla ja tehostaa toistensa 
vaikutusta (Mori ym. 2004). 
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Aivot 
Veri 
Tiivis 
liitos 
BCRP P-gp OATP 1A2 MCT-1 Oat3 
Oat3 
Aivojen kapillaarin endoteelisolu 
MRP-4 MRP-2 
 
Kuva 2. Lääkeaineita kuljettavat transportterit veri-aivoesteessä, mukaillen (Urquhart & 
Kim 2009) 
 
Ravintoa aivoihin kuljettaville transporttereilla voi olla myös lääkeaineita 
substraatteina. Esimerkiksi OATP1A2 -transportterin on osoitettu lisäävän muun 
muassa feksofenadiiniin ja metotreksaatin kulkeutumista aivoihin (Cvetkovic ym. 1999, 
Badagnani ym. 2006). Aktiivisen kuljetuksen osuus lääkeaineiden kulkeutumisessa 
aivoihin onkin uusi mielenkiintoinen tutkimusalue (Sugano ym. 2010). 
 
Lääkeaineisiin liittyvissä tutkimuksissa mielenkiinto kohdistuu useimmiten trans-
porttereihin, jotka heikentävät lääkeaineiden kulkeutumista aivoihin. Transportterit 
voivat estää lääkeaineiden permeaatiota aivoihin veri-aivoesteen endoteelisolujen lumi-
naalisella kalvolla ja/tai lisätä lääkeaineen efluksia endoteelisolujen luminaalisella ja/tai 
abluminaalisella kalvolla.  
 
Aktiiviset efluksitransportterit ovat yksisuuntaisia systeemejä, jotka kuljettavat 
molekyylejä aivoista vereen (Pardridge 2002).  Ne voivat olla sijoittuneet polari-
soituneesti toiselle membraanille, ja useimmat niiden substraateista ovat ksenobiootteja 
tai metabolian tuotteita, joilla on alhainen molekyylipaino. Efluksitransportterit estävät 
monien lipofiilisten lääkeaineiden pääsyn aivoihin (Loscher & Potschka 2005). 
Teoriassa tällaisten yhdisteiden pitäisi kulkeutua aivoihin passiivisesti diffundoitumalla. 
Tutkituimmat efluksitransporttereista ovat P-gp ja MRP (moniresistenttiproteiini) -
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perheen proteiinit. Näiden lisäksi veri-aivoesteen efluksitransporttereihin kuuluu muun 
muassa BCRP ja orgaaninen anioni transportteri tyyppi3 (OAT3). 
2.2.1 P-glykoproteiini 
 
P-glykoproteiini eli fosforyloitunut glykoproteiini (P-gp, MDR1) ilmenee 
endoteelisolujen apikaalisella/luminaalisella membraanilla (Tsuji ym. 1992, Lundquist 
& Renftel 2002, Schinkel & Jonker 2003, Sun ym. 2003). Se toimii 
efluksitransportterina ilmeisesti kahdella eri tavalla (kuva 3) (Stein ym. 1994). Toisessa 
mekanismissa passiivisesti solukalvon läpi kulkeutuva lääkeaine sitoutuu proteiinin 
luminaalisella membraanilla ja vapautuu takaisin verenkiertoon nk. gatekeeper, kuva 
3A. Toisessa mekanismissa endoteelisoluun diffundoituneet lääkeaineet pumpataan 
takaisin verenkiertoon nk. efluksi (kuva 3B). 
 
 
PassiivinenVeri 
Aivot 
Tiivis 
liitos 
 
Kuva 3. P-glykoproteiinin kaksi toimintatapaa. A. gatekeeper ja B. efluksi 
 
P-gp on merkittävä, koska sillä on laaja substraattispesifisyys. Muun muassa 
epilepsialääkkeet fenytoiini, karbamatsepiini ja lamotrigiini, masennuslääkkeet 
amitriptyliini, venlafaksiini ja paroksetiini, sekä psykoosilääkkeet olantsapiini ja 
amisupridi, joiden kaikkien kohdereseptori sijaitsee aivoissa, ovat P-gp:n substraatteja 
(Loscher & Potschka 2005). P-gp:n substraatit ovat usein myös monien muiden 
kuljetinproteiinien, kuten BCRP- ja MRP-2 -proteiinien, substraatteja (Lee ym. 2001, 
Lagas ym. 2009). 
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2.2.2 Rintasypäproteiini 
 
Rintasyöpäproteiini eli BCRP (ABCG2) on saanut nimensä siitä, että se löydettiin rinta-
syöpäsoluista (Schinkel & Jonker 2003). Veri-aivoesteessä BCRP ilmentyy veri-
aivoesteen endoteelisolujen luminaalisella membraanilta (Cooray ym. 2002). Ihmisen 
veri-aivoesteen endoteelisoluissa BCRP on P-gp:n ohella yksi runsaimmin ilmentyvistä 
kuljetinproteiineista (Dauchy ym. 2008). BCRP:n merkitys lääkeaineiden 
kulkeutumiseen verenkierron ja aivojen välillä on kuitenkin vielä epäselvä (Urquhart & 
Kim 2009). Jyrsijöillä tehdyissä in situ aivojen perfuusiotutkimuksissa ja in vivo knock 
out eläinmalleissa BCRP:llä ei ollut vaikutusta aineiden kulkeutumiseen (Zhao ym. 
2009). Sen sijaan BCRP transfektoidussa MDCKII -solulinjassa BCRP esti sen 
substraattien kulkeutumista veri-aivoesteen läpi (Zhao ym. 2009). 
 
 
2.2.3 MRP -perhe 
 
Moniresistenttiproteiinit eli MRP-proteiinit (multidrug resistance protein) ovat solu-
membraanin glykoproteiineja, jotka kuljettavat orgaanisia anioneja solusta ulos (Nies 
ym. 2004). Tällä hetkellä perheestä parhaiten on karakterisoitu proteiinit MRP1-MRP6. 
Tutkimukset MRP-proteiinien ilmentymisestä ihmisen veri-aivoesteessä ovat risti-
riitaisia (Cooray ym. 2002, Potschka ym. 2003, Nies ym. 2004). Varmimmin veri-aivo-
esteessä näyttävät ilmentyvän MRP-2 ja MRP-4. Niillä on osoitettu olevan myös 
merkitystä lääkehoitoon. MRP-2 transportterin arvellaan olevan yhteys lääke-
resistenttiin epilepsiaan, sillä se estää muun muassa fenytoiinin kulkeutumista aivoihin 
(Potschka ym. 2003). MRP-4 proteiinin on osoitettu vaikuttavan topotekaanin kulkeu-
tumiseen aivoihin hiirimallissa (Leggas ym. 2004).  
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3 IN VITRO -MENETELMÄT 
 
3.1 Hyvän veri-aivoesteen in vitro -solumallin ominaisuudet 
 
Veri-aivoestettä kuvaavien in vitro -solumallien kehittely alkoi, kun Joó ja Karnushina 
(1973) eristivät rotan aivojen kapillaareja. Ensimmäinen in vitro -solumalli kasvatettiin 
insertille 1980-luvun alussa härän aivojen endoteelisoluista (Bowman ym. 1983). 
Kyseessä oli niin kutsutta primääri solumalli, jossa endoteelisolut ovat tuoreita. Solujen 
elinikää keinotekoisesti pidentämällä on myöhemmin kehitetty niin kutsuttuja 
kuolemattomia solulinjoja.  
 
Hyvä veri-aivoesteen in vitro -solumalli vastaa fysiologista veri-aivoestettä mahdol-
lisimman tarkasti. Tärkeinä ominaisuuksina morfologian ja solukerroksen tiiveyden 
lisäksi, ovat funktionaalisuudet, kuten metaboliaentsyymit ja transportterit. Ominai-
suuksien lisäksi in vitro -malleja tulisi kehittää siten että ne olisivat mahdollisimman 
käytettäviä esimerkiksi uusien lääkeainemolekyylien seulontaan. Eli solumallin tulisi 
olla helppo viljellä, vakaa ja jatkuvasti jakautuva siten, etteivät solujen funktionaaliset 
ominaisuudet muutu (Gumbleton & Audus 2001). Vertailukelpoisia tutkimuksia varten 
solulinjan täytyy pysyä fenotyypiltään muuttumattomana ja sen tulee olla hyvin 
karakterisoitu. Solujen saatavuuden takia monet mallit ovat eläinperäisiä, vaikka 
ihmisperäiset solut olisivatkin lajierojen minimoimiseksi parempia. 
 
3.1.1 Morfologia 
 
Hyvän solumallin tulisi ilmentää fysiologisesti realistista soluarkkitehtuuria. Solu-
arkkitehtuuriin kuuluu solujen keskinäisen asettumisen toisiinsa nähden, solu-solu-
liitokset, sekä solun sisäisten organellien ja transporttereiden avaruudellisen jakau-
tuminen, kuten myös oikeanlaisen tiiviiden liitosten muodostumisen (Gumbleton & 
Audus 2001). Standardiksi onkin muodostunut tiiviissä liitoksissa ilmenevien 
proteiinien, kuten von Willebrantin tekijän, okludiinin ja ZON-1 -proteiinin, raportointi. 
On myös tunnistettu membraaniproteiineja, jotka ilmentyvät vain veri-aivoesteessä 
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(Agarwal ym. 2010). Näitä proteiineja voitaisiin myös hyödyntää in vitro -mallien 
testauksessa. 
 
3.1.2 Läpäisevyys 
 
Veri-aivoesteelle tyypillistä on yhdisteiden rajallinen parasellulaarinen kulkeutuminen. 
Käytännössä in vitro -mallia testattaessa pitäisi pystyä mittaamaan liuenneiden aineiden 
transendoteelinen kulkeutuminen ja erottamaan huonosti, keskimääräisesti ja hyvin veri-
aivoesteen läpäisevät aineet (Gumbleton & Audus 2001). Arvioitaessa veri-aivoesteen 
in vitro -mallin läpäisevyyttä, käytetään pääasiassa kahta mittaria: sähköneristyskykyä 
eli TEER (transendothelial electrical resistance) -arvoa ja permeabiliteettikerrointa 
(Papp). 
 
Solukalvon sähkön eristyskyky, TEER, kuvaa transendoteelista läpäisevyyttä. TEER-
arvo mitataan solukalvon molemmin puolin sijoitettujen elektrodien avulla. 
Mittauksesta saatava resistenssi kerrotaan insertin pinta-alalla ja tulokset ilmoitetaan 
ohmeina kerrottuna neliösenttimetreillä ( ). Aivoverenkierron kapillaareille 
tehdyissä tutkimuksissa TEER on raportoitu olevan in vivo yli 1000  (Crone & 
Olesen 1982, Smith & Rapoport 1986, Pardridge 1999).  TEER -arvoa pidetään 
erityisesti tiiviiden liitosten mittarina, mutta transendoteelisen tiukkuutta voidaan 
arvioida hyvin myös hydrofiilisten aineiden permeabiliteetin avulla (Gumbleton & 
Audus 2001). 
2cm⋅Ω
2cm⋅Ω
 
Parasellulaarisesta läpäisevyyttä arvioidaan mittaamalla merkkiaineiden permea-
biliteettikerroin (Pe). Merkkiaineena käytetään usein fluoresenssilla merkittyjä ja 
tunnettuja malliaineita. Gumbleton ja Audus (2001) ehdottavat testauksessa käytet-
täväksi sisäisinä kontrolleina kahdenlaisia malliaineita. Sellaisia, jotka kulkeutuvat 
aivoihin hyvin (esimerkiksi diatsepaami ja propranololi) ja sellaisia, jotka kulkeutuvat 
aivoihin huonosti (sukroosi). Sukroosille permeabiliteettikertoimen tulisi olla lähellä  
1 * 10-6 cm/s (Franke ym. 1999). 
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3.1.3 Funktionaalisuudet 
 
Solumallin funktionaalisten ominaisuuksien tulisi kuvata fysiologista veri-aivoestettä 
mahdollisimman tarkasti. Solumallin tulisi ilmentää toimivia ja transportteri- ja 
metaboliamekanismeja. Erityisen tärkeä on P-gp, sillä sen substraatteja ei ole pystytty 
karakterisoimaan fysikokemiallisten deskriptoreiden avulla, jotta voitaisiin lasken-
nallisesti määrittää P-gp:n merkitys yhdisteenveri-aivoesteen permeaatioon.  
 
Metabolisten entsyymien ilmentyminen on myös merkittävää, sillä metabolia solulinjan 
rajapinnalla vaikuttaa lääkeaineen kokonaispermeabiliteettiin (Franke ym. 1999). 
Mkrtchyan ym. (2009) suosittelee geneettistä testausta kaikille solulinjoille, joita 
käytetään monimutkaisemmissa koeasetelmissa funktionaalisuuksien varmistamiseksi. 
 
3.2 Primäärisolumallit 
 
Primäärisolumallia varten aivoista eristetään mikroverisuonten endoteelisolut. 
Endoteelisoluja kasvatetaan standardoiduilla kudosviljemäalustoilla tai huokoisilla 
membraanifilttereillä (Gumbleton & Audus 2001). Esimerkiksi härän primääri-
solumallissa muodostuu tiukka solukerros kymmenessä tai yhdessätoista päivässä ja 
kokeet suoritetaan tyypillisesti 9.-12. päivän kohdalla. 16. päivän jälkeen solut alkavat 
muuttua ja menettää veri-aivoesteelle tyypillisiä ominaisuuksiaan (Raub ym. 1992). 
Yksi tärkeä osa tekniikkaa on mikrosuonten/kapillaarien oikea eristämistekniikka 
puhtaan solukerroksen aikaansaamiseksi (Lundquist & Renftel 2002). Valtimo- ja 
laskimoperäiset solujen sekä perisyyttien läsnäolo saa aikaan yleensä vuotavamman 
solukerroksen. 
 
Aivojen suuri koko ja helppo saatavuus ovat tehneet härästä ja siasta hyvän aivojen 
kapillaarien endoteelisolujen lähteen (Gumbleton & Audus 2001). Härästä eristetyt 
aivojen kapillaarien solut (BBMEC, bovine brain microvessel endothelial cell) kasvavat 
hyvin primääriviljelminä ja solumallit ilmentävät monia veri-aivoesteelle tyypillisiä 
ominaisuuksia. (Audus & Borchardt 1987). BBMEC -soluista on löydetty sekä P-gp että 
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MRP-perheen transporttereita (Tsuji ym. 1992, Huai-Yun ym. 1998). TEER arvoiksi on 
mitattu 160 - 220  (Raub ym. 1992, Abbruscato & Davis 1999). 2cm⋅Ω
 
Ihmisen ja sian suonten fysiologian samankaltaisuus ja korkeat TEER -arvot puoltavat 
sian käyttöä primäärisoluviljemissä (Franke ym. 1999, Deli ym. 2005). 4-6 kuukauden 
ikäiseltä possulta saadaan noin 50 miljoonaa endoteelisolua. Sian aivojen mikrosuonten 
endoteelisolumallin esitteli ensimmäisen kerran Galla tutkimusryhmineen (Franke ym. 
1999). Solut (30 000 solua/cm2) istutettiin Transwell-ClearTM filttereille, jotka oli 
päällystetty rotan hännän kollageenilla. Kollageenin läsnäolo näytti olevan 
välttämätöntä. Rotan hännän kollageenin sijasta voidaan käyttää myös muun muassa 
tyypin IV kollageenia (Tilling ym. 1998). Ensimmäisessä porsaan primääriviljelässä 
TEER-arvoksi mitattiin 700 ± 100  ja permeabiliteetiksi 14C-sukroosille 1,0 ± 
0,4 * 10-6 cm/s (Franke ym. 1999). Porsaan primääriviljelmistä on tutkittu ilmentyväksi 
ja toimivaksi muun muassa P-gp:n ja MRP -perheen proteiineja (Drewe ym. 1999, 
Gutmann ym. 1999, Miller ym. 2000). 
2cm⋅Ω
 
Jyrsijöiden aivojen kapillaareista saatavat solumäärät ovat liian vähäisiä laajoihin 
primäärisoluviljelmillä tehtäviin tutkimuksiin. Tiettyihin käyttötarkoituksiin niitä on 
kuitenkin esitelty (Barrand ym. 1995). Myös ihmisen aivojen kapillaarien 
endoteelisoluja on käytetty primäärisoluviljelmissä (Megard ym. 2002). Laaja-alaisempi 
käyttö ei kuitenkaan ole käytännössä mahdollista kudoksen saatavuus ongelman takia. 
Lisäksi humaanikudos on kirurgista, esim. syöpäleikkauksen yhteydessä saatua 
materiaalia, jolloin kudoksen terveydestä ei voida olla varmoja (Deli ym. 2005). 
 
Aivoista eristettyjen primäärisolujen viljelemistä ei pidetä potentiaalisena vaihtoehtona 
veri-aivoesteen läpäisevyystutkimuksiin käytettäväksi malliksi. Syynä tähän on se, että 
primääriviljelmät ovat kalliita ja aikaa vieviä, sillä solujen kerääminen kudoksesta vaatii 
työvoimaa ja aikaa (Gumbleton & Audus 2001, Deli ym. 2005). Viljelmien puhtaus ja 
homogeenisyys on vaikea saavuttaa, koska viljelmät kontaminoituvat helposti muista 
aivojen soluista, esimerkiksi perisyyteistä (Deli ym. 2005). Lisäksi fenotyypin 
kopioitumiskykyä erien sisäisesti ja välisesti ei pystytä mittaamaan (Gumbleton & 
Audus 2001). 
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3.3 Kuolemattomat solulinjat 
 
Solulinjoja voidaan tehdä kuolemattomaksi lisäämällä eristettyihin aivojen 
endoteelisoluihin vektorin avulla geeni. Solulinjojen muodostamiseen on käytetty muun 
muassa humaania telomeraasia (hTERT) ja SV40 T antigeenia (Greenwood ym. 1996, 
Gu ym. 2003, Weksler ym. 2005). Toinen tapa on käyttää transgeenisiä eläimiä, yleensä 
rottia, sillä niistä saadaan enemmän endoteelisoluja kuolematonta solulinjaa varteen 
(Obinata 1997, Takahashi ym. 1999, Hosoya ym. 2000a, Hosoya ym. 2000b). Eläinten 
perimään lisätään lämpöherkkä antigeeni, joka aktivoituu 33 °C:ssa. Geeni ei ole 
”päällä” eläimessä, jonka kehon lämpötila on 37 °C:tta, mutta se aktivoituu, kun solut 
eristetään eläimestä. Transgeenisten eläinten hyöty on se, että niillä voidaan tuottaa 
kuolematon solulinja pienestä määrästä kudosta. 
 
Veri-aivoestettä mallintavia kuolemattomia solumalleja, solulinjoja, on pyritty 
kehittämään, jotta esimerkiksi lääkeaineiden permeaatiokokeiden tuloksia voitaisiin 
verrata keskenään. Kun solulinjat karakterisoidaan, saadaan niistä hyviä työkaluja 
lääkeaineen soluunoton ja efluksikäyttäytymisen tutkimiseen (Gumbleton & Audus 
2001). Solulinjat eivät ole olleet tarpeeksi tiiviitä, jotta voitaisiin tutkia transendoteelistä 
läpäisevyyttä (Gumbleton & Audus 2001). Solulinjoja on kehitetty ihmisen (SV-HCEC, 
hCMEC/D3), hiirien (MBEC, TM-BBB4) ja rotan (GRNT, RBEC1, RBE4) aivojen 
mikrosuonten endoteelisoluista. 
 
Härästä ei ole kehitetty kuolematonta solulinjaa, koska primääriviljelmät ovat niin 
käyttökelpoisia (Deli ym. 2005). Hiiren solulinjoista bEnd3 on kaupallisesti saatavilla 
(Omidi ym. 2003). Rotan aivojen endoteelisoluista on kehitetty useampia 
kuolemattomia solulinjoja, kuten RBEC1, TR-BBB, rBCEC4, GP8/GPNT ja RBE4 
(Begley ym. 1996, Greenwood ym. 1996, Regina ym. 1999, Hosoya ym. 2000a, Kido 
ym. 2000, Blasig ym. 2001). RBE4 on yksi tutkituimmista rotan aivojen kapillaarien 
endoteelisolulinjoista (Begley ym. 1996, Regina ym. 1997, Rist ym. 1997, Regina ym. 
1998, Lagrange ym. 1999). Rotan primäärisoluihin verrattuna RBE4 ilmentää 
vähemmän Mrp1 ja P-gp -proteiineja (Regina ym. 1998). Hyöty rotan aivokudoksen 
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käytöstä on se, että eläinmalleissa käytetään useimmiten rottaa, jolloin in vitro -
kokeiden tuloksia voidaan suoraan verrata in vivo -kokeiden tulosten kanssa. 
 
3.3.1 Humaanisolulinjat 
 
Ensimmäinen ihmisen endoteelisoluista kehitetty kuolematon solulinja esiteltiin vuonna 
1997 (Muruganandam ym. 1997). Humaaneja solulinjoja on tutkittu paljon 2000-
luvulta, mutta monet solulinjat ovat vielä liian vuotavia TEER-arvon ja 
permeabiliteettikertoimen suhteen (taulukko 1). Tutkituin ja tarkimmin karakterisoitu 
ihmiskudosperäinen kuolematon solulinja on hCMEC/D3 (human cerebral 
microvascular endothelial cell line). Solulinja kehitettiin epilepsialeikkauksessa 
irrotetusta humaanista kudoksesta aivojen mikrosuonten endoteelisoluista SV40 iso 
antigeenillä ja hTERT-geenillä (Weksler ym. 2005). 
 
Taulukko 1. Humaanien veri-aivoesteen solulinjojen tiiveyteen liittyviä parametrien 
arvoja. SV-HCEC (SV - human capillary and microvascular endothelial cells), 
hCMEC/D3 (human cerebral microvascular endothelial cell line) ja hDIV-BBB (human 
dynamic in vitro blood-brain barrier) 
 
Solulinja TEER (Ω*cm2) 
Papp (cm/s) 
(sukroosi) 
Papp (cm/s) 
(propranololi) Lähde 
SV-HCEC  80-100 4,4 * 10-6 - Muruganandam ym. 1997 
hCMEC/D3 30-40, ~60 1,65 * 10
-3 4,49 * 10-3 
Weksler ym. 2005 
Poller ym. 2008 
Vu ym. 2009 
BB19 - 1,30 * 10-5 2,18 * 10-5 Prudhomme ym. 1996 Kusch-Poddar ym. 2005 
hDIV-BBB 
(hCMEC/D3) 1200 0,3 * 10
-6 - Cucullo ym. 2008 
 
hCMEC/D3 -solulinjasta on hyvin karakterisoitu transporttereiden ja metabolia-
entsyymien osalta. P-gp:n ja BCRP:n toiminnallisuus on testattu, mutta ne ilmentyvät 
vähemmän solulinjassa, kuin primäärisoluissa (Weksler ym. 2005, Dauchy ym. 2009, 
Tai ym. 2009). P-gp ilmentyy polarisoituneesti apikaalisella membraanilla kuten 
tuoreissa ihmisen aivojen kapillaarien endoteelisoluissa (Tai ym. 2009). MRP1, MRP4 
ja MRP5 yli-ilmentyvät solulinjassa verrattuna tuoreisiin soluihin (Dauchy ym. 2009). 
Metaboliaentsyymeistä on määritetty pää CYP -geeneiksi CYP2U1 ja CYP2S1 -geenit. 
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Lisäksi on havaittu CYP 2R1, CYP 2B6, CYP 2E1, CYP 1A1, CYP 2D6 ja CYP 2C18 -
geenit. Näiden entsyymien määrät vastasivat primäärejä ihmisen aivokudoksesta 
eristettyjä endoteelisoluja, paitsi CYP2C18 ja CYP2J2, joita ei havaittu tuoreissa 
soluissa. CYP2C18 ja CYP2J2 yli-ilmentyivät hCMEC/D3 -solulinjassa.  
 
Permeaatio-ominaisuuksiltaan hCMEC/D3 -solulinja on vielä liian vuotava. Alun perin 
permeabiliteetti arvoksi saatiin 14C-sukroosille Pe = 1,65 ± 0,18 * 10-3 cm/s ja TEER-
arvoksi 30-40  (Weksler ym. 2005). Poller tutkimusryhmineen (2008) sai 
samankaltaisia tuloksia; permeabiliteetti arvoiksi 14C-sukroosille Pe = 1,60 * 10-3 cm/s 
ja propranololille Pe = 4,49 * 10-3 cm/s. Vaikka permeabiliteettikertoimien arvot ovat 
korkeita, on hydrofiilisten ja hydrofobisten aineiden välille saatu selkeä ero. Muun 
muassa inuliinin ja propranololin permeabiliteettien suhde oli lähes seitsemän kertainen. 
2cm ⋅Ω
 
Koska hCMEC/D3 -solulinja on liian vuotava, ei sitä vielä voida käyttää 
permeabiliteettitutkimuksiin. Sen sijaan solulinjaa on käytetty veri-aivoesteen 
signaalien, immuunisolujen ja patogeenien vaikutuksen tutkimiseen (Levoye ym. 2006, 
Mairey ym. 2006, Viegas ym. 2006, Forster ym. 2008). Lisäksi Cucullo tutkimus-
ryhmineen (2008) on käyttänyt solulinjaa dynaamisessa in vitro -mallissa (hDIV-BBB). 
 
Solumallin kasvattaminen kolmiulotteisesti ja verenkiertoa matkivan pulssin lisääminen 
on lisännyt useissa tapauksissa solumallin tiiviyttä (Stanness ym. 1997, Cucullo ym. 
2008). Kolmiulotteisuus voidaan saavuttaa lisäämällä kasvatusalustalle solunulkoisia 
matriksikomponentteja, mutta voidaan myös pyrkiä rakentamaan mikrosuonta kuvaava 
”putki” (Tilling ym. 1998, Cucullo ym. 2008). 
 
hCMEC/D3 -solulinjasta on kehitetty dynaaminen in vitro veri-aivoesteen malli h(DIV-
BBB) (Cucullo ym. 2008). h(DIV-BBB) –solulinja on kasvatettu ontossa mikro-
huokoisessa kuidussa ja altistettu fysiologiselle pulssimaiselle virtaukselle.  Tutkimus-
ryhmä sai dynaamisessa mallissaan virtauksen avulla endoteelisolukerroksesta TEER-
arvolla mitattuna yli 15 kertaa tiiviimmän. TEER oli noin 1200 . 
Permeabiliteettikertoimien osalta h(DIV-BBB) –solulinjalla on saatu härän primääri-
solumalliin verrattuna sukroosille ja fenytoiinille matalampi permeabiliteetti (taulukko 
2cm ⋅Ω
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2). Sen sijaan diatsepaamille h(DIV-BBB) –solulinjalla saatiin lähes kymmenkertainen 
permeabiliteetti härän primäärisolumalliin verrattuna. 
 
Taulukko2. Veri-aivoesteen solumallien permeabiliteettiarvot. Humaani dynaaminen 
malli (h(DIV-BBB)) ja härän primäärinsolumallin. 
 Permeabiliteetti ( *10-6 cm/s ) 
Lääkeaine h(DIV)-BBB Härän aivojen primäärisolumalli 
Sukroosi 0,3 (a) 5,33 (c) 
Fenytoiini 93,7 (a) 106,7 (b) 
Diatsepaami 2000 (a) 227,7 (b) 
Lähteet: a (Cucullo ym. 2008), b (Lundquist ym. 2002), c (Culot ym. 2008) 
 
Kolmiulotteisen ja dynaamisen veri-aivoestemallia voidaan käyttää tutkimuksiin, joissa 
pyritään ymmärtämään periaatteita lääkeaineiden kulkeutumisessa aivoihin, saamaan 
tietoa veri-aivoesteen fysiologiasta, sekä endoteelisolujen muuttumisesta veri-
aivoesteen fenotyypiksi. Lisäksi voidaan arvioida patofysiologisissa tilojen ja lääke-
hoitojen vaikutuksia veri-aivoesteen eheyteen. Putkimaisen solumallin kasvattaminen 
on kuitenkin haastavaa ja koeasetelmaa voi olla vaikea toistaa. Kolmiulotteisessa 
matriksissa soluja on vaikeampi seurata kuin kuoppalevyllä kasvatettua solukerrosta. 
Pulssimainen verenvirtaus vaatii lisäksi laitteistoja, joten dynaaminen solumalli ei sovi 
laaja-alaiseen yhdisteiden seulontaan. 
 
3.3.2 Muut, kuin aivojen kapillaareista peräisin olevat, kuolemattomat solulinjat 
 
Primäärimallien ja kuolemattomien solulinjojen heikkouksien takia muista kuin aivojen 
kapillaarien endoteelisoluista kehitettyjä kuolemattomia solulinjoja on tutkittu mahdol-
lisena veri-aivoesteen malleina. Muista kudoslähteistä kiinnostavimmiksi ovat nousseet 
ohutsuolen syöpäsolulinja Caco-2 ja p-glykoproteiinia ilmentävä Mardin Darby 
munuaissolulinja MDR1-MDCK (Faassen ym. 2003, Wang ym. 2005). 
 
MDR1-MDCK -solulinjaa pidetään ei-aivo-peräisistä solulinjoista potentiaalisimpana. 
Solulinja on transfektoitu ihmisperäisellä MDR1-geenillä, se on jatkuva ja helppo 
kasvatettava. Solulinjan avulla on pystytty erottamaan kulkeutumisen osalta tunnetut 
yhdisteet, jotka kulkeutuvat (positiiviset) keskushermostoon ja ne, jotka eivät kulkeudu 
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(negatiiviset) (Mahar Doan ym. 2002, Wang ym. 2005). TEER -arvoissa on päästy 
lähelle 2000  (Wang ym. 2005). Solut eivät kuitenkaan ole veri-aivoesteen 
soluja ja esimerkiksi P-gp ilmentyy veri-aivoesteessä muista kudoksista poiketen 
luminaalisella membraanilla. Lisäksi MDR1-MDCK on alkuperältään koiran eikä 
ihmisen ja luonteeltaan epiteeli - eikä endoteelisolulinja. Osa tuloksista vääristyy taas 
sen takia, että veri-aivoesteen muut aktiiviset kuljetinproteiinit eivät ilmenny 
(Summerfield ym. 2007). Tämä aiheuttaa vääristymiä mm. gabapentiinin kohdalla, joka 
kulkeutuu veri-aivoesteen yli iso neutraalin aminohappotransportterin avulla 
(Summerfield ym. 2007). 
2cm ⋅Ω
 
 
3.4 Kasvatusolosuhteiden vaikutus in vitro -solumalleihin 
 
Solumalleista on pyritty kehittämään mahdollisimman hyviä ja erilaisten kasvatusolo-
suhteiden vaikutuksesta on tehty lukuisia tutkimuksia. Esimerkiksi astrosyyteillä ja peri-
syyteillä on omat tehtävänsä veri-aivoesteen muodostumisessa ja solujen välisissä 
signaalimekanismeissa. Erityisesti astrosyyttien käyttöä solumalleissa on perusteltu 
usein. 
 
Astrosyyttien käyttö endoteelisolujen viljelyssä parantaa parasellulaarisen esteen 
ominaisuuksia (Deli ym. 2005). Onkin todettu, että astrosyyttien tuottamat liukoiset 
aineet parantavat tiiviiden liitosten muodostumista (Rubin ym. 1991a). Niiden on 
todettu vahvistavan entsyymien ilmentymistä, transportterien toimintaa ja 
adheesioliitosten proteiineja niin primääreissä kuin kuolemattomissakin solumalleissa 
(Rubin ym. 1991a, Rubin ym. 1991b, Rist ym. 1997, Cecchelli ym. 1999, Sobue ym. 
1999, Wolburg & Lippoldt 2002, Deli ym. 2005).  
 
Astrosyyttien yhdistäminen endoteelisolumalliin voidaan tehdä usealla tavalla. Astro-
syytit voidaan kasvattaa esimerkiksi endoteelisolujen seassa, kuoppalevyn pohjalla, 
filtterin toiselle puolella (Lundquist & Renftel 2002). Astrosyyttien käyttö kuoppalevyn 
pohjalla härän aivojen primäärisoluviljemässä on kasvattanut TEER -arvon jopa  
800 asti (Cecchelli ym. 1999). Toisessa tutkimuksessa sukroosin permea-cm⋅Ω
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biliteetti laski arvosta 0,9 * 10-5 cm/s arvoon 0,27 * 10-5 cm/s astrosyyttien 
vaikutuksesta (Hamm ym. 2004). 
 
Neuroneiden vaikutusta solukerroksen ominaisuuksiin on tutkittu vain vähän (Deli ym. 
2005). Perisyytit näyttävät heikentävän permebiliteettiestettä in vitro, vaikka ne stabi-
loivat aivojen kapillaarien rakennetta in vivo (Deli ym. 2005). Fibroplastien ja seerumin 
käytön vaikutukset ovat ristiriitaisia (Deli ym. 2005). 
 
Erilaiset kasvatusliuokseen lisättävien aineiden avulla on saatu hyviä tuloksia. Solu-
kerroksen läpäisevyyttä on saatu laskettua muun muassa naudan primäärisolumallissa 
syklisen AMP:n (cAMP) ja kuolemattomassa solulinjassa fibroblastisen kasvutekijän 
(FGF) avulla (Rubin ym. 1991b, Deli ym. 1995, Sobue ym. 1999). Sian 
primäärisolumallissa solujen tiiveyttä on saatu lisättyä gliasoluperäisten neurotrofisien 
tekijän (GDNF) ja hydrokortisonin avulla (Hoheisel ym. 1998, Igarashi ym. 1999). 
TEER -arvoa on saatu nostettua muun muassa tiettyjen proteiinien (tyypin IV 
kollageenin, fibronegtiinin ja laminiinin) avulla (Tilling ym. 1998). 
 
 
3.5 In vitro -solumallien endoteelisolujen alkuperä 
 
humaanit veri-aivoesteen solumallit on usein kehitetty leikkauksesta saadusta nk. 
kirurgisesta kudosmateriaalista. Tällöin kudos ei välttämättä ole tervettä, mikä voi 
vaikuttaa esimerkiksi transporttereiden ilmentymiseen. Dombrowski tutkimus-
ryhmineen (2001) mittasi MDR-geenien ilmentymistä ohimolohkon verisuonten 
endoteelisoluissa, jotka oli eristetty potilailta, jotka kärsivät vaikeasti kontrolloitavasta 
epilepsiasta. MDR1, MRP2 ja MRP5 yli-ilmentyivät epileptisessä kudoksessa, kun taas 
MDR3 pitoisuudet olivat suhteessa terveeseen kudokseen. Humaanikudos voi olla 
peräisin myös syöpäleikkauksen yhteydestä, jolloin kudoksen terveys on aina epä-
varmaa (Deli ym. 2005). 
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3.6 Kuljetinproteiinikinetiikan tutkiminen in vitro 
 
Transporttereiden vaikutusta ja veri-aivoesteen polarisoitumista voidaan tutkia aivojen 
kapillaareista eristetyistä endoteelisoluista muodostettujen vehikkelien avulla (Nag 
2003). Tekniikan ongelmana on materiaalin saatavuus. 100g:sta härän aivoja saadaan  
10 mg luminaalista ja abluminaalista membraania. Usein kapillaareja ei saada eristettyä 
puhtaasti, eivätkä proteiinit välttämättä ilmenny fysiologisesti in vitro -olosuhteissa. 
 
Toinen tapa kuljetinproteiinikinetiikan tutkimiseen on kuolemattomat solulinjat, jotka 
ilmentävät haluttua kuljetinproteiinia. Lääkeaineen kulkeutumista tutkitaan proteiinia 
ilmentävässä solulinjassa ja solulinjassa, joka ei ilmennä kyseistä proteiinia. Kulkeu-
tumista näissä solulinjoissa verrataan ja tulokset analysoidaan. Kuljetinproteiini voidaan 
myös inhiboida solulinjasta vertailua varten. Kaikille kuljetinproteiineille ei ole 
kuitenkaan vielä tunnistettu spesifejä inhibiittoreita. Mikäli solulinja sisältää useita 
transporttereita, voi tulosten tulkinta olla haastavaa, sillä useimmiten tutkittava yhdiste 
kuten transportterin inhibiittorikin, voivat olla substraatteja useammille transporttereille. 
 
Veri-aivoesteeseen liittyvissä kuljetinproteiini tutkimuksissa käytetään paljon MDR1 
transfektoitua MDCKII -solulinjaa. Pgp:n vaikutus lääkeaineen kulkeutumiseen 
havaitaan yksinkertaisesti vertaamalla kulkeutumissuuntasuhdetta (b-a/a-b). Jos suhde 
on yli yhden (> 1), on lääkeaine P-gp:n substraatti, ja jos suhde on tasan yksi (= 1), 
kulkeutuu lääkeaine vain passiivisesti (de Boer & Gaillard 2007). 
 
 
3.7 Lajien väliset erot 
 
Veri-aivoestettä kuvaavien solumallien tavoitteena on vastata elimistön rajapintaa 
mahdollisimman tarkasti. Jotta voidaan sanoa, että esimerkiksi rotan aivojen endoteeli-
soluista kehitettyä solumallia voidaan käyttää arvioitaessa lääkeaineen käyttäytymistä 
ihmisen elimistössä, täytyy solumallin karakterisoida huolellisesti. Lajien väliset erot on 
otettava aina huomioon ja erityisesti, kun kyseessä on funktionaalinen este. Kuljetin-
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proteiinien ja metaboliaentsyymien ilmentyminen ja tehokkuus vaihtelee lajien välillä 
tutkitusti. 
 
Aktiiviseen kulkeutumiseen liittyy useita osatekijöitä; kuljetinproteiinin ilmentyminen, 
tehokkuus ja yhdsiteen affiniteetti proteiiniin. Onkin todettu, että lääkeaineen affiniteetti 
samaan proteiiniin eri lajeissa voi vaihdella suuresti. OCT1 -kuljetinproteiinin 
Michaelis-Mentenin vakion (Ki) arvo oli suurimmalle osalle tutkituista orgaanisista 
kationeista ihmissoluissa yli kolminkertainen verrattuna rotan soluilla mitattuihin 
arvoihin (Zhang ym. 1998). 
 
P-gp geenit eroavat ihmisen ja jyrsijöiden välillä. Ihmisillä p-glykoproteiinia koodaa 
kaksi MDR geeniä (MDR1 ja MDR3). Jyrsijöillä on kolme mdr geeniä (mdr1a, mdr1b ja 
mdr2) (Demeule ym. 2002). Niistä veri-aivoesteessä ilmentyvää p-glykoproteiinia 
koodaa ihmisellä yksi geeni (MDR1), samoin kuin rotalla (mdr1a) ja hiirillä kaksi 
geeniä (mdr1a ja mdr1b) (Chen ym. 2003). Tämä eroavaisuus jo itse geenissä tuskin on 
vaikuttamatta solussa tuotetun proteiinin toiminnallisuuteen ja onkin todettu, että P-gp:n 
suhteen lajien välillä on eroja (Baltes ym. 2007, Syvänen ym. 2009).  PET -
tutkimuksilla on muun muassa todettu, että ainakin kolmen P-gp substraatin 
(verapamiili, GR205171 ja altanseriini) kohdalla lääkeaineet jakautuivat aivoihin 
voimakkaammin ihmisellä kuin rotalla (Syvänen ym. 2009). Käytännössä siis, vaikka 
rotalla tehtyjen in vivo - tai in vitro -kokeiden perusteella yhdiste olisi P-gp:n substraatti 
ja kulkeutuisi aivoihin heikosti, voi se silti saavuttaa riittävän pitoisuuden ihmisellä. 
Samansuuntaisia tuloksia on saatu myös in vitro -koeasetelmassa, jossa hiiren P-gp 
tunnisti substraatin paremmin ja toimi tehokkaammin antiepileptien (fenytoiini, 
levetirasetaami ja karbamatsepiini) suhteen verrattuna humaaniin p-glykoproteiiniin 
(Baltes ym. 2007). 
 
Yhdisteen aivoihin jakautumiseen vaikuttaa myös aivokudoksen eroavaisuudet lajien 
välillä. Yhdiste voi sitoutua eri tavoin kudokseen, joka taas vaikuttaa vapaan 
lääkeaineen pitoisuuden solujen ulkoisessa nesteessä. Muutokset 
metaboliaominaisuuksissa muuttavat pitoisuutta plasmassa ja sitä kautta kulkeutumista 
aivoihin. Metaboloituminen on aina tiedostettava, ja metaboliitit tunnistettava näytteistä. 
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Esimerkiksi rotilla ei ole entsyymiä, joka glukuronoi morfiinista morfiini-6-
glukuronaattia (M6G) (Frances ym. 1992). Ero on huomattava, sillä molemmat ovat 
farmakologisesti aktiivisia yhdisteitä ja niiden farmakokinetiikka on kuitenkin hyvin 
erilainen. M6G kulkeutuu aivoihin heikosti, mutta jakautuu aivoissa ainoastaan solujen 
ulkoiseen nesteeseen, kun taas morfiini kulkeutuu paremmin aivoihin, mutta sitoutuu 
voimakkaasti aivokudokseen (Stain-Texier ym. 1999). Koska morfiini jakautuu 
voimakkaasti aivokudokseen, saavuttaa se hitaammin vakaan tilan, jolloin vaikutus 
saavutetaan hitaammin (Aasmundstad ym. 1995). 
 
Kuten morfiinia metaboloivan entsyymin kohdalla, erot lajien välillä voivat johtua myös 
erilaisista proteiinin ilmentymismääristä tai siitä, ettei proteiinia ilmenny lainkaan. 
Esimerkiksi MRP -proteiiniperheen kohdalla härän aivojen materiaalista tehdyissä 
tutkimuksissa havaittiin MRP1, MRP4 ja MRP5 -proteiinit, kun taas sioilla ja rotilla 
ilmentyy MRP1 ja MRP2 -proteiinit (Miller ym. 2000, Zhang ym. 2004). Veri-
aivoesteen osalta on tutkimusryhmillä edessään vielä suuri työ selvittää erot tärkeimpien 
proteiinien ilmentymisessä lajien välillä.  
 
 
4 IN VIVO -MENETELMÄT 
 
Ihmisillä lääkeaineiden kulkeutumista aivoihin voidaan tutkia kuvantamismenetelmillä, 
kuten PET (positron emission tomography) ja joissain tapaukissa hyödyntäen myös 
mikrodialyysia (Scheyer ym. 1994, Gatley ym. 2005, Josserand ym. 2006, Lever 2007). 
Koe-eläimillä lääkeaineen permeaatiota veri-aivoesteen läpi voidaan tutkia usealla eri 
tekniikalla.  
 
 
4.1 Iv-injektiotekniikka 
 
Iv-injektiotekniikassa lääkeaine annostellaan injektiona laskimoon ja eläimet tapetaan 
eri aikapisteissä pitoisuusmäärityksiä varten (Nag 2003). Teknisesti iv-injektiotekniikka 
on yksinkertainen, mutta menetelmänä se on aikaa vievä ja työläs. Erityisen 
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ongelmallista on se, että menetelmä vaatii paljon eläimiä. Lisäksi, kun aikapisteet 
määritellään eri eläimiltä, hankaloittaa yksilöiden välinen variaatio tulosten tulkintaa. 
 
Tekniikkaa voidaan käyttää kaikille yhdisteille ja sillä saadaan yleiskuva lääkeaineen 
kulkeutumisesta aivoihin puuttumatta juurikaan fysiologiaan (Pardridge 1998). Samalla 
saadaan selville systeemiset farmakokineettiset arvot, mutta ei osatekijöiden, kuten 
efluksin ja muiden aktiivisten mekanismien vaikutusta lääkeaineen kulkeutumiseen 
aivoihin (Nag 2003). Metaboliittien erottaminen tutkittavasta lääkeaineesta tulee ottaa 
suunnittelussa ja analysoinnissa huomioon. Tekniikkaa voidaan hyödyntää hyvin 
geenihiljennettyjen, nk. knock-out (KO), hiirien avulla, jolloin voidaan havainnoida 
vaikutuksia tietyn transportterin puuttuessa (Nag 2003). Iv-injektiotekniikkaa pidetään 
referenssitekniikkana muille, sillä siinä säilyy täysin fysiologinen tila (Bickel 2005). 
 
 
4.2 In situ aivojen perfuusio 
 
Aivojen in situ perfuusio on täydentävä tekniikka iv-injektiotekniikalle. Tunnetuin 
menetelmä on niin kutsuttu "Takasaton menetelmä" (Takasato ym. 1984). In situ 
aivojen perfuusio menetelmässä aivojen verenkierto korvataan keinotekoisella verellä, 
suolaliuoksella tai plasmalla (Nag 2003). Perfuusiossa suora infuusio johdetaan 
sydämeen tai isoon aivoihin johtavaan valtimoon (esim. kaulavaltimoon). Koe-
järjestelyssä lääkeaineliuos syötetään perfuusaattiin halutulla pitoisuudella halutussa 
ajassa. Haluttuina aikapisteinä lääkeaineen lisääminen perfusaattiin pysäytetään, aivojen 
verenkierto huuhdotaan lyhyesti pelkällä perfusaatilla, jotta verenkiertoon ei jäisi 
tutkittavaa yhdistettä, mikä saattaisi häiritä analyysia. Kapillaarien puhdistamisen 
jälkeen aivot eristetään ja tutkitaan. In situ aivojen perfuusiolla voidaan ratkaista 
permeabiliteettiarvo PS (ml/min), joka kuvaa yhdisteen kulkeutumista verenkierrosta 
aivoihin. 
 
Menetelmän hyvä puoli on se, että eristetyn verenkierron avulla tutkittava lääkeaine 
välttää metabolian maksassa, munuaisissa ja muissa aivojen ulkopuolisissa kudoksissa 
(Nag 2003). Tällöin saadaan tietoa yhdisteen kulkeutumisesta muuttumattomana, eikä 
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metaboliatuotteiden erottamisesta näytteestä tarvitse huolehtia. Lisäksi perfusaatin 
koostumusta muuttamalla voidaan tutkia kulkeutumiseen vaikuttavia tekijöitä. 
Pitoisuutta nostamalla voidaan tutkia kuljetinproteiinin saturoitumista. Interaktioita 
voidaan tutkia kuljetinproteiinin inhibiittoria lisäämällä. Lisäämällä tai poistamalla 
plasman proteiinit perfusaatista, voidaan tutkia yhdisteen plasmaproteiineihin sitoutu-
misen vaikutusta kulkeutumiseen veri-aivoesteen läpi. 
 
Myös efluksivaikutusta voidaan tutkia. Lääkeainetta johdetaan perfuusaattiin tietty aika, 
jonka jälkeen vaihdetaan lääkeaineettomaan perfuusaattiin (Lockman ym. 2003). 
Yhdisteen pitoisuus tutkitaan lääkeaineettomasta perfuusaatista, jonka perusteella 
saadaan käsitys efluksien vaikutuksesta. Efluksia ei voida tutkia huonosti permeoituvilla 
lääkeaineilla, sillä lääkeainetta on siirryttävä riittävästi aivoihin, jotta se voi permeoitua 
takaisin perfusaattiin. 
 
Pitoisuuden määrittäminen aivoista voi olla haastavaa, sillä vaikka verenkierto 
"puhdistetaan" perfuusaatilla, voi aivojen verenkierrossa olla lääkeainejäämiä, jotka 
sotkevat tuloksia. Menetelmä ei myöskään kontrolloi aivokudoksen solunulkoista 
pitoisuutta, sillä solujen ulkoista pitoisuutta ei saada mitattua yksiselitteisesti. Arvioita 
sitoutumattoman lääkeaineen osuudesta voidaan tehdä, mutta siltikään ei tiedetä, oliko 
vapaa lääkeaine aivosolujen sisä- vai ulkopuolella. Lääkeaine voi kumuloitua myös 
endoteelisoluihin. Lisäksi kulkeutumiseen vaikuttavien osatekijöiden selvittäminen on 
vaikeaa. 
 
 
4.3 Mikrodialyysi 
 
Mikrodialyysimenetelmässä koetin asennetaan tutkittavaan kudokseen ja sen läpi 
johdetaan hitaasti perfusaatti. Kudoksen solujen ulkoisessa nesteessä olevat aineet 
diffundoituvat koettimen päässä olevan puoliläpäisevän kalvon läpi dialysaattiin, joka 
voidaan analysoida halutulla tavalla, usein suoraan HPLC-laitteistolla (Chaurasia ym. 
2007) (kuva 4). Näytteen suora analysointi on mahdollista, sillä mikrodialyysistä 
saatavassa dialysaattinäytteessä ei ole mukana isoja molekyylejä, kuten proteiineja. 
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Näytteet kerätään tiettyinä aikaintervalleina, jolloin näyte edustaa ajanjakson 
keskiarvoa. Mikrodialyysi on ainoa tekniikka, jolla voidaan tutkia yhdisteen pitoisuutta 
kohdekudoksen solunulkoisessa nestetilassa (Chaurasia ym. 2007). 
 
 
Aivojen 
peruskudos 
Iho 
Perfusaatti 
Dialysaatti  
   HPLC 
 
Kuva 4. Mikrodialyysin periaate, mukaillen (Loscher & Potschka 2005). Perfusaatti 
johdetaan kudokseen asetettuun koettimeen. Aineet diffuntoituvat puoliläpäisevän 
kalvon läpi dialysaattiin, joka voidaan analysoida suoraan esimerkiksi HPLC –
laitteistolla. 
 
Veri-aivoestettä tutkivissa koeasetelmissa mikrodialyysikoetin asetetaan tietylle 
aivoalueelle stereotaktisen instrumentin avulla. Lääkeaine voidaan annostella 
esimerkiksi reisilaskimoon ja verinäytteitä varten voidaan asettaa tavallisia tai 
mikrodialyysikatetreja esimerkiksi reisivaltimoon ja kaulalaskimoon (Tunblad ym. 
2003). Tasapainotilanteessa tutkittavan dialysaatin pitoisuus vastaa pitoisuutta aivojen 
solunulkoisessa nesteessä (Cout = Cu,br). 
 
Mikrodialyysikokeen tulosten laskennan perustana on koeasetelman hyötyosuuden (RD) 
määrittäminen (yhtälö 1). Tasapainotilanteessa hyötyosuus riippuu dialysaattiliuoksen 
nopeudesta, koettimen ominaisuuksista ja aineen jakautumisesta aivoissa. 
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Todelliset vapaan lääkeaineen pitoisuudet aivoissa (Cu,br) ja plasmassa (Cu,p) saadaan 
sovittamalla dialysaatin pitoisuudet in vivo -hyötyosuuteen. Yhdisteen farmako-
kineettiset parametrit ratkaistaan sovittamalla hyötyosuudella korjatut pitoisuudet 
laskennalliseen tilamalliin. Esimerkiksi Kp,uu voidaan ratkaista plasman ja aivojen 
solunulkoisen nesteen (ECF)  pitoisuus-aikakuvaajan avulla laskettujen AUC -arvojen 
suhteella (yhtälö 2) (Hakkarainen ym. 2010). 
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Tunblad ym. (2004) ovat esitelleet niin kutsutun integroidun mallin, jossa hyötyosuuden 
ja proteiiniin sitoutumisen takia tarvittava korjaus on mukana laskennallisessa mallissa. 
Integroitumalli helpottaa laskentatyötä tulosten analysoinnissa. 
 
Mikrodialyysimenetelmällä ei suoraan saada mitattua kokonaispitoisuutta aivoissa. 
Kokonaispitoisuus aivoissa voidaan määrittää täydentävillä menetelmillä, esimerkiksi 
iv-injektiotekniikalla (Hammarlund-Udenaes ym. 2008). On myös mahdollista lopettaa 
mikrodialyysikoe tasapainotilassa, jolloin aivojen kokonaispitoisuusmääritystä varten 
voidaan käyttää samoja, mikrodialyysikokeeseen käytettyjä eläimiä (Ekblom ym. 1993). 
Yhdisteen jakautumistilavuus aivoissa (Vd,brain) voidaan määrittää tasapainotilassa 
aivojen kokonaismäärän (Xbrain,ss) ja solujen ulkoisen pitoisuuden (Cu,br,ss) suhteena  
(Yhtälö 3). 
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Mikrodialyysillä voidaan tutkia sekä muuttuvia että tasapainotilanteita. Tasapainotila 
voidaan saavuttaa tasaisena tai eksponentiaalisena infuusiona sekä käyttäen 
aloitusannosta ja tasaista infuusiota. Jakautumistilavuuden (Vd,brain) lisäksi 
tasapainotilanteen tutkiminen on mielekästä siksi, että se mahdollistaa aivoihin 
menevän ja aivoista poistuvan lääkeaineen suhteen määrittämiseen. Suhde Kp,uu kuvaa 
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tasapainotilanteessa vapaan lääkeaineen pitoisuuksien suhdetta plasman ja aivojen 
solunulkoisessa tilassa (Hammarlund-Udenaes ym. 2008).  
 
Mikrodialyysin etuihin lukeutuu se, että eri aikapisteet saadaan kerättyä samalta 
eläimeltä, jolloin vältetään eläinten välinen variaatio (Hammarlund-Udenaes 2000). 
Kokeita voidaan suorittaa myös useiden päivien ajan, jolloin voidaan tutkia aktiivisiin 
mekanismeihin liittyviä interaktioita. Lisäksi näytteen keräys ei muuta fysiologista 
nestetilavuutta, joka näytteen analysoinnissa olisi huomioitava. Määritetty pitoisuus on 
vapaan yhdisteen pitoisuus. Nimenomaan vapaan yhdisteen katsotaan useimmiten 
aiheuttavan fysiologisen vasteen. Vakaassa tilassa huomioidaan yhdisteen 
kulkeutumisen molempiin suuntiin veri-aivoesteen yli, aivoihin ja aivoista pois. Mikro-
dialyysillä ei tehdä myöskään sitä olettamusta, että aineen kulkeutuminen veri-aivo-
esteen läpi olisi jakautumisen hitain vaihe. 
 
Mikrodialyysin heikkouksina pidetään sitä, että koetin voi vaurioittaa aivojen 
rajapintoja (veri-aivoestettä sekä solujen membraaneja), mikä taas aiheuttaa vääristymää 
tuloksissa (Morgan ym. 1996, Groothuis ym. 1998). Vaurioiden katsotaan korjautuvan 
siten, että mittaukset voidaan tehdä vuorokauden tai kahden päästä koettimen 
asettamisen jälkeen (de Lange ym. 2000). Kattavia vertailuja mikrodialyysistä saatujen 
tulosten ja muiden in vivo -menetelmien välillä ei ole julkaistu, jotta voitaisiin sanoa, 
että tulokset todella vääristyvät vaurioituneen kudoksen takia sen enempää, kuin ne 
vääristyvät toisilla menetelmillä muista syistä. Rajapintojen vaurioituminen parantaisi 
erityisesti huonosti permeoituvien aineiden kulkeutumista. Sukroosille mikrodialyysillä 
on saatu permeaatiokertoimeksi 0,077*10-6 cm/s ja in situ aivojen perfuusiolla 
0,053*10-6 cm/s (Abbruscato ym. 1996, Groothuis ym. 1998). 
 
Todellisia heikkouksia ovat edelleen samanaikaisesti tutkittavien kudosten rajoitettu 
määrä verrattuna kuvantamismenetelmiin. Tutkittava yhdiste voi myös sitoutua 
mikrodialyysikoettimen osiin, jonka arvioiminen pitoisuuslaskelmissa on otettava 
huomioon. Hyvin lipofiilisten yhdisteiden tutkiminen on rajoittunutta, sillä perfusaatit 
ovat pääsääntöisesti vesipohjaisia (Tunblad ym. 2004). 
 
 
 25
Mikrodialyysiä pidetään hyödyllisenä koemenetelmänä, kun halutaan selvittää 
lääkeaineen kulkeutumista aivoihin (Hammarlund-Udenaes 2000). Tekniikalla on 
tutkittu monia lääkeaineita, niiden kulkeutumista plasman ja aivojen välillä, kuten myös 
niiden jakautumista aivoissa ja pitoisuuksia plasmassa (liite 1). Mikrodialyysi on ottanut 
oman paikkansa ja yleistynyt 2000 -luvulla yhdeksi perusmenetelmistä tutkittaessa 
lääkeaineiden kulkeutumista aivoihin (de Lange ym. 2000). 
 
Mikrodialyysi on monipuolinen tutkimusmenetelmä, jota voidaan hyödyntää monissa 
eri koeasetelmissa, kuten vapaan lääkeaineen määrittäminen kudoksessa, 
kuljetinproteiinin inhibition vaikutuksen tutkiminen, farmakodynaamiset mallit, ja 
knockout-hiirimallit (Chaurasia ym. 2007). 
 
 
4.4 Kuljetinproteiinien tutkiminen in vivo 
 
Kuljetinproteiineilla on suuri merkitys lääkeaineiden kulkeutumiseen aivoihin. 
Lääkekehityksen alkuvaiheessa halutaankin tietää, onko uusi molekyyli substraatti 
tietyille transportterille veri-aivoesteessä. Lopulta merkittävintä on se, mikä on 
transportterin vaikutus lääkeaineen veri-aivoesteen permeaatioon in vivo. Näitä seikkoja 
voidaan tutkia useilla eri menetelmillä. 
 
Transportterin vaikutusta in vivo voi tutkia hiljentämällä tietyn kuljetinproteiinin 
ilmentyminen koe-eläimessä, yleensä hiiressä (knockout -hiiret). Knockout -hiirten 
avulla tutkituin transportteri on P-gp. Ensimmäisen systemaattisen tarkastelun 
keskushermostoaktiivisille aineille pgp-knockout -hiirten avulla teki Doran 
tutkimusryhmineen (2005). Mdr1a knockout -hiirillä p-glykoproteeinin substraattien 
kulkeutuminen aivoihin kasvaa jopa satakertaisesti (Schinkel & Jonker 2003). 
 
Kaikissa transportterin hiljentämiseen tai inhibointiin liittyvissä malleissa on 
muistettava, että yhden transportterin estäminen voi johtaa kompensoiviin 
mekanismeihin, esim. toisen transportterin yli-ilmentymiseen tai tehokkuuden 
lisääntymiseen (Cisternino ym. 2004, Zhao ym. 2009). Paremman kuvan saamiseksi 
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voidaan lääkeaineita tutkia hiirimalleilla, joilta on hiljennetty useampia saman perheen 
transporttereita (Lagas ym. 2009). Lääkeaineen kehittämisen kannalta ei voida 
myöskään olettaa, että vaikka lääkeaine olisi esimerkiksi p-glykoproteiinin substraatti, 
se ei saavuttaisi aivoja (Summerfield ym. 2006). Lääkeaine voi kulkeutua aivoihin 
riittävästi, vaikka se olisi eluksin substraatti, jos se on substraatti myös aktiiviselle 
influksitransportterille, tai jos passiivinen permeaatio on hyvä tai affiniteetti 
efluksitransportteriin on heikko. Passiviisen ja muiden aktiivisten mekanismien vaikutus 
kulkeutumiseen havaitaan aina parhaiten eläinmalleissa. Lajien väliset erot on kuitenkin 
pidettävä mielessä johtopäätöksiä tehdessä (Linnet & Ejsing 2008). 
 
 
5 POHDINTA 
 
5.1 In vitro -solumallit 
 
Suuren molekyylimäärän seulontaan käytettävät tehokkaat, halvat, nopeat ja 
mahdollisimman pitkälti automatisoidut seulontamenetelmät (high troughput screening, 
HTS) johtomolekyylin löytämiseksi ovat avainroolissa lääkkeen kehittämisessä. Kun 
etsitään lääkeainetta, jonka tulisi kulkeutua veri-aivoesteen läpi, toimiva in vitro -
solulinja voisi toimia HTS -tehtävässä ja tehostaa lääkkeen kehityskaarta huomattavasti. 
In vivo -menetelmiin verrattuna in vitro -menetelmillä tutkittavaa lääkeainetta tarvitaan 
vähemmän, useimmat aineet voidaan tutkia suoraan puskuriliuoksestaan ja useampia 
aineita ehditään tutkia lyhyemmässä ajassa. Lisäksi in vitro -menetelmillä vältetään 
eläinmalleihin liittyvät eettiset kysymykset. In vitro -menetelmien avulla voidaan 
kulkeutumisen ohella arvioida kulkeutumismekanismi, havaita solutoksisuus, testata 
patologisia tiloja ja tutkia molekulaarisia mekanismeja (Lundquist & Renftel 2002). In 
vitro -solumallit yhdistettynä automatiikkaan ja tietokonemalleihin hyödyttäisivät 
lääketeollisuutta suuresti. Monen tutkijaryhmän tavoitteena onkin saavuttaa omalla 
kuolemattomalla solulinjallaan mahdollisimman hyvä in vitro - in vivo -korrelaatio. 
 
Primäärisolumallit kuvaavat veri-aivoestettä kuolemattomia solulinjoja paremmin, sillä 
tuoreessa endoteelisolukerroksessa säilyy paremmin veri-aivoesteelle tyypillinen tiiviys 
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ja funktionaalisuudet. Primäärisolumallit eivät kuitenkaan sovi laajaan seulontaan, sillä 
ne ovat hyvin työläitä ja vaihtelu erien välillä on suurta. Työmäärän vähentämiseksi on 
ryhdytty kehittämään kuolemattomia solulinjoja. Kuolemattomat solulinjat ilmentävät 
suhteellisen hyvin funktionaalisia ominaisuuksia, kuten transporttereita ja metaboloivia 
entsyymejä. Ne eivät ole kuitenkaan yhtä tiiviitä, kuin veri-aivoeste. 
 
Solukerroksen tiiveyden osalta in vitro -solumalleille on määritelty, että 
permeabiliteettikertoimen sukroosille tulisi olla lähellä 1 * 10-6 cm/s perustuen porsaan 
primäärisolumallilla mitattuihin arvoihin (Franke ym. 1999). Se ei kuitenkaan ole 
välttämättä relevanttiarvo, sillä in vivo sukroosille iv-injektiotekniikalla on saatu rotalla 
veri-aivoesteen permeabiliteettikertoimeksi 0,0303 * 10-6 cm/s ja 0,12 * 10-6 cm/s 
annostelu ja näytteenottotavoista riippuen (Ohno ym. 1978, Levin 1980). Vastaavaksi 
mikrodialyysillä sukroosille on mitattu permeabiliteettikertoimeksi 0,077 * 10-6 cm/s 
(Groothuis ym. 1998). 1 * 10-6 cm/s on kuitenkin hyvä tavoite arvo, sillä vielä tällä 
hetkellä ei ole päästy lähelle tuotakaan tavoitearvoa. Naudan primäärisolumallille on 
mitattu 5,33 * 10-6 cm/s ja humaanille kuolemattomalle hCMEC -solulinjalle  
1650 * 10-6 cm/s (Weksler ym. 2005, Culot ym. 2008). 
 
Tarpeeksi tiiviin ja funktionaalisuuksia oikeissa suhteissa mallintavan solulinjan 
ratkaisu voi löytyä, kun malleihin lisätään kolmiulotteisuutta ja pulssimaista (veren-
virtausta matkivaa) painetta. Yksittäisillä tutkimuksilla onkin saatu hyviä tuloksia, 
mutta lupaavilta vaikuttaneita solumalleja ei ole pystytty toistamaan. Standardoitu 
ihmisperäinen solulinja olisi hyvä työväline HTS- ja in vitro - in vivo -korrelaatio-
tarkoituksiin. Eläinperäisten solumallien ongelma on lajien väliset erot, joiden merkitys 
kasvaa veri-aivoesteen kaltaisessa rajapinnassa, jossa on paljon erilaisia 
funktionaalisuuksia. 
 
 
5.2 In vivo -menetelmät 
 
Mikrodialyysimenetelmä on uudistanut in vivo -tutkimusta. Sen sijaan, että joudutaan 
uhraamaan useita eläimiä yhden farmakokineettisen profiilin saamiseksi, voidaan 
mikrodialyysillä tutkia yhdellä eläimellä yhdisteen koko farmakokineettinen profiili. 
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Määritettävät pitoisuudet ovat vapaan yhdisteen pitoisuuksia solunulkoisessa nesteessä. 
Näytteiden käsittelyyn ei kulu aikaa, sillä mikrodialyysimenetelmässä näytteet voidaan 
johtaa suoraan analysointilaitteeseen. In situ aivojen perfuusiossa ja iv-
injektiotekniikassa oletetaan, että kulkeutuminen veri-aivoesteen läpi on yksisuuntaista 
ja hitain vaihe, ja siten nopeutta rajoittava tekijä (Hammarlund-Udenaes ym. 2008). 
Näitä oletuksia ei jouduta tekemään mikrodialyysimenetelmässä yhdistettynä koko 
aivojen kudospitoisuus mittauksiin vakaassa tilassa, ja tulosten mallintamiseen. 
 
Mikrodialyysi on hyvä menetelmä muihin esiteltyihin verrattuna siinäkin suhteessa, että 
sillä saadaan muutakin tietoa, kun vain veri-aivoesteen permeaatiota kuvaavan 
parametrin arvo. Mikrodialyysillä voidaan määrittää Kp,uu ja vakaassa tilassa myös 
jakautumistialvuus aivoissa (Vd,br). Lääkehoidon kannalta merkittävää on se, kuinka 
nopeasti lääkeaine kulkeutuu vaikutuspaikkaansa ja millä pitoisuudella. Aivojen osalta 
se tarkoittaa kulkeutumista aivoihin ja sieltä ulos, mutta myös jakautumista 
aivokudoksessa ja pitoisuutta vaikutuspaikassa. Kp,uu ja siihen liittyvät lainalaisuudet on 
yksi tapa tarkastella tätä tilannetta. Se kuvaa niin pitoisuuksien suhteita aivojen ja 
verenkierron välillä, kuin myös kulkeutumissuuntien suhteita. Vaikutuspaikka aivoissa 
on useimmiten solujen ulkopuolisessa nesteessä olevan lääkeaineen vaikutuspiirissä ja 
vain vapaa lääkeaine voi sitoutua vaikutuspaikkaansa. 
 
Mikrodialyysikään ei ole täydellinen menetelmä, sillä lääkehoidon onnistumisen 
kannalta tärkeitä tietoja veri-aivoesteen permeaation ja jakautumisen aivoissa lisäksi on 
transporttereiden tunnistaminen, kohdemolekyylin sijainti ja lääkeaineen affiniteetti 
kohdereseptoriin fysiologisessa ympäristössä. Käytännössä lääkekehityksen kannalta 
tarvitaan yhden tehokkaan menetelmän sijaan koepatteristo erilaisia in vivo- ja in vitro -
menetelmiä.  
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6 YHTEENVETO 
 
Veri-aivoesteen merkitys lääkeaineiden kulkeutumiselle verenkierrosta aivoihin on 
suuri. Yhdisteen veri-aivoesteen permeaatiota voidaan tutkia useilla in vitro ja in vivo 
menetelmillä.  
 
Veri-aivoesteen solumalleja, primäärejä ja kuolemattomia, on esitelty monia. Primäärit 
solumallit ovat työläitä, ja kuolemattomat solulinjat eivät taas ole vielä tarpeeksi tiiviitä. 
Kuolemattoman humaanin solulinjan kehittämiseksi on tehty paljon työtä. Rohkaisevia 
tuloksia on saatu dynaamisesta mallista, jossa solut kasvatetaan putkimaisesti ja niitä 
rasitetaan pulssimaisella, verenvirtausta, jäljittelevällä virtauksella. 
 
In vivo -menetelmistä mikrodialyysi on noussut hyvien ominaisuuksiensa ansiosta 
muiden menetelmien ylitse. Tärkeimmät mikrodialyysin edut ovat vapaan yhdisteen 
pitoisuuden mittaaminen ja se, että koko farmakokineettinen profiili voidaan mitata 
samalta yksilöltä, joka on toimintakykyinen koko mittauksen ajan. 
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 1
1 JOHDANTO 
 
Lääkeaineiden keskushermosto vaikutuksia halutaan arvioida jo lääkekehityksen 
alkuvaiheessa riippumatta siitä ovatko ne toivottuja vai eivät. Yhdisteiden farmako-
kinetiikan ja siihen liittyvien parametrien merkityksen tunteminen veri-aivoesteessä ja 
aivoissa on ensisijaisessa asemassa, jotta voidaan arvioida lääkekehityksessä olevan 
yhdisteen potentiaalia keskushermostovaikutusten näkökulmasta. 
 
In vitro ja in vivo -menetelmien kehittämisen lisäksi uusien laskennallisten mene-
telmien, kuten farmakokineettisten mallien, kehittäminen on yksi tapa tutkia veri-aivo-
esteeseen ja aivoihin liittyvää yhdisteiden farmakokinetiikkaa. Farmakokineettisten 
mallien avulla tutkimusta voidaan tehdä sekä teoreettisesti että hyödyntäen in vitro ja in 
vivo -menetelmillä tehtyjen tutkimusten tuloksia, kuten permeabiliteettikertoimia, 
jakautumistilavuuksia ja kuljetinproteiinien Michaelis-Mentenin kinetiikan parametreja. 
 
 
1.1 Yhdisteen farmakokinetiikka veri-aivoesteessä ja aivoissa 
 
Verenkierron ja aivojen, sekä aivokudoksen solunulkoisen nesteen ja solujen sisäisten 
tilojen välillä on käynnissä monia tasapainotilanteita yhtä aikaa (kuva 1). Veren-
kierrossa yhdiste voi olla vapaana tai sitoutuneena plasman proteiineihin. Vain vapaa 
yhdiste voi kulkeutua veri-aivoesteen yli, joka rajoittaa yhdisteen kulkua aivojen kapil-
laarien verenkierron ja aivojen solunulkoisen nesteen välillä. Aivojen solunulkoisessa 
nesteessä yhdisteen oletetaan olevan kokonaan vapaana. Aivokudoksen soluissa yhdiste 
voi olla vapaana tai sitoutuneena. Aivokudoksen solukalvoilla on aktiivisia kuljetin 
mekanismeja, joten vapaan yhdisteen pitoisuus solukalvon eripuolella voi olla erilainen. 
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Aivojen 
kapillaari
Aivojen
solunulkoinen neste
Aivojen
solunsisäinen neste
Plasmaproteiineihin
sitoutunut
lääkeaine Vapaa
lääkeaine
Solun
komponentteihin
sitoutunut lääkeaine
Vapaa
lääkeaine
Vapaa
lääkeaine
Veriaivoeste Solukalvo  
Kuva 1. Yhdisteen jakautuminen verenkierron ja aivojen välillä, sekä aivoissa kudoksen 
ja solunulkoisen nesteen välillä. Mukaillen Rowland ja Tozer 1995. 
 
 
Yhdisteet kulkeutuvat elimistön endoteelisolukerrosten läpi yleensä parasellulaarisesti 
solujen avoimista liitoskohdista tai transsellulaarisesti suoraan solukalvon läpi 
(Pardridge 2002). Suuremmat molekyylit permeoituvat pinosytoosin avulla. Veri-aivo-
esteessä endoteelisolujen väliset liitokset ovat niin tiiviitä, ettei parasellulaarista 
diffuusiota juuri tapahdu. Samoin elimistön muille endoteelisoluille tyypillinen pino-
sytoosi on 100-kertaa vähäisempää aivoissa kuin muissa kudoksissa. 
 
Yhdisteet kulkeutuvat veri-aivoesteen läpi pääsääntöisesti joko kuljetinproteiinien tai 
passiivisen diffuusion avulla. Parhaiten veri-aivoesteen läpi kulkeutuu ne yhdisteet, 
jotka sitoutuvat aktiiviseen kuljetinproteiiniin (influksi) (Liu ym. 2004). Passiivisesti 
diffundoituvat yhdisteet kulkeutuvat parhaiten ionittomassa muodossa. Täten elimistön 
pH:ssa (7,4) emäksiset yhdisteet diffundoituvat tehokkaammin kuin happamat yhdisteet, 
jotka ovat elimistön pH:ssa ionimuodossa. Efluksiproteiinin substraatit kulkeutuvat 
aivoihin kaikista heikoiten. 
 
Kulkeutumista veri-aivoesteen yli kuvataan yleensä permeabiliteettikertoimen avulla 
(Papp), jonka yksikkö on cm/s tai cm/min. Permeabiliteetti on passiivisen ja aktiivisen 
kulkeutumisen summa. Aktiivista kulkeutumista verenkierrosta aivoihin kutsutaan 
influksiksi ja aivoista verenkiertoon efluksiksi. Permeabiliteettikerroin voidaan 
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määrittää koeasetelmissa sekä in vitro että in vivo. In vivo mikrodialyysikokeissa 
käytetään parametrina useimmiten permeabiliteettikertoimen sijasta puhdistumaa (CLin). 
CLin kuvaa tilavuutta, joka puhdistuu vapaana olevasta yhdisteestä aikayksikössä, 
esimerkiksi ml/min. CLin on kokonaispuhdistuma verestä aivoihin, ja se sisältää niin 
aktiiviset kulkeutumismekanismit kuin passiivisen diffuusionkin.  Puhdistuma voidaan 
laskea myös permeabiliteettikertoimesta johtaen kertomalla se rajapinnan, tässä 
tapauksessa veri-aivoesteen, pinta-alalla (yhtälö 1). Tästä syystä puhdistumasta 
käytetään myös lyhennettä PS. Veri-aivoesteen endoteelisolukerroksen pinta-ala on 
lajikohtainen, ja tästä syystä CLin ei ole vertailukelpoinen parametri eri lajien välillä. 
CLin määrittelee vapaana olevan yhdisteen kulkeutumista.  In vivo -menetelmissä, joissa 
mitataan yhdisteen kokonaiskonsentraatioita, voidaan käyttää merkintää Kin 
(Hammarlund-Udenaes 2000). 
 
PSAP bbbapp =×=inCL     yhtälö 1 
 
Lääkehoidon kannalta pelkän permeaation nopeus ei ole merkittävä vaan myös nopeus, 
jolla yhdisteen vakaan tilan pitoisuus aivoissa saavutetaan. Monien sairauksien/tilojen 
hoidossa nopea veri-aivoesteen permeaatio ja nopeasti saavutettava aivojen sisäinen 
vakaa tila voi olla jopa elintärkeää. Useimmiten nopeutta rajoittava tekijä on kulkeu-
tuminen veri-aivoesteen yli tai yhdisteen diffuusio aivokudoksessa (Xie ym. 2000). 
Nopeimmin vakaa tila aivoissa saavutetaan, kun kulkeutuminen veri-aivoesteen yli on 
nopeaa ja yhdisteen sitoutumisen aivokudokseen heikkoa (Liu ym. 2005). Jos aivojen 
sisäinen prosessi, kulkeutuminen ja sitoutuminen aivokudokseen, on hitain vaihe, vie 
vakaan tilan saavuttaminen pidemmän ajan, kuin jos hitain vaihe olisi yhdisteen kulkeu-
tuminen veri-aivoesteen yli (Liu ym. 2005, Syvänen ym. 2006).  
 
Hidas kulkeutuminen aivoihin (huono permeaatio) voi kompensoitua korkealla vapaalla 
pitoisuudella aivoissa, sillä silloin hidas jakautumisvaihe aivokudokseen jää pois. 
Vastaavasti hyvä permeaatio ei takaa nopeaa vakaan tilan pitoisuuden saavuttamista, jos 
vapaan yhdisteen osuus aivoissa on pieni ja jakautuminen kudossoluihin suurta. 
Tällainen tilanne on muun muassa fluoksetiinin ja theobromiinin kohdalla, joista 
fluoksetiini permeoituu aivoihin hyvin, mutta sitoutuu voimakkaasti kudokseen 
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(taulukko 1) (Liu ym. 2005). Fluoksetiini saavuttaa vakaan tilan tunnissa, kun taas theo-
bromiini saavuttaa vakaan tilan kuudessa minuutissa. Theobromiini kulkeutuu aivoihin 
hitaammin, mutta on suurelta osin aivoissa vapaana yhdisteenä, jolloin se saavuttaa 
vakaan tilan nopeammin, kuin fluoksetiini, jonka jakautuminen kudokseen on nopeutta 
rajoittava tekijä. 
 
Taulukko 1. Veri-aivoesteen permeabiliteetin ja aivoissa vapaan osuuden vaikutus 
havaittuun vakaa tilan pitoisuuden saavuttamisen puoliintumisaikaan (t1/2eq). Mukaillen 
(Liu ym. 2005). 
 
Yhdiste PS (ml/h/kg) fu,br havaittu t1/2eq (h) 
fluoksetiini 619 0,00094 1 
theobromiini 23 0,61 0,1  
 
 
Hammarlund-Udenaes ym. (2008) mukaan yhdisteen kulkeutumisesta aivoihin saadaan 
hyvä kuva kolmella parametrilla (Kp,uu, CLin ja Vu,br). Parametrit kuvaavat sekä 
yhdisteen kulkeutumisen nopeutta että määrää, joka kulkeutuu aivoihin. 
 
Kp,uu kuvaa vapaan yhdisteen pitoisuuden suhdetta verenkierron ja aivojen solun-
ulkoisen nesteen välillä vakaassa tilassa. Se voidaan kuvata myös vapaan yhdisteen 
aivojen solunulkoisen nesteen (brainECF) ja plasman AUC -arvojen suhteena, sekä 
vakaassa tilassa puhdistumien suhteena, jotka kuvaavat vapaan yhdisteen puhdistumaa 
plasmasta aivoihin ja aivoista plasmaan (yhtälö 2). 
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Kp,uu -arvosta voidaan suoraan päätellä aktiivisten mekanismien olemassa olo. Mikäli 
yhdiste kulkeutuu veri-aivoesteen läpi vain passiivisesti, on Kp,uu yksi. Mikäli yhdiste on 
substraatti aktiiviselle efluksille, on suhde alle yksi (CLout > CLin). Mikäli aktiivinen 
influksi kuljettaa yhdistettä veri-aivoesteen yli aivoihin, on suhde yli yksi (CLin > 
CLout). Useampien aktiivisten mekanismien vaikutuksien suhteet heijastuvat suoraan 
Kp,uu -arvoon. Mikäli aktiiviset mekanismit verenkierrosta aivoihin (influksi) ovat 
efluksia tehokkaammat on Kp,uu -arvo yli yhden (CLin > CLout). 
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Kp,uu -arvon perusteella voidaan laskea yhdisteen CLout, kun tiedetään puhdistuma 
verenkierrosta aivoihin (CLin) (Wang & Welty 1996). On huomioitava, että riippuvuutta 
voidaan hyödyntää kulkeutumisparametrien (kuten PS) määrittämiseen vain, jos 
voidaan olettaa, ettei yhdiste poistu aivoista muita reittejä, esim. metaboloitumalla 
aivoissa tai kulkeutumalla selkäydinnesteeseen (Hammarlund-Udenaes ym. 2008). Jos 
oletetaan, että muita poistumisreittejä on, kuvaa Kp,uu ainoastaan konsentraatioiden 
suhdetta vakaassa tilassa. 
 
Kp,uu -arvon avulla voidaan myös arvioida yhdisteen interaktio potentiaalia 
(Hammarlund-Udenaes ym. 2008). Mitä alhaisempi Kp,uu -arvo, sitä suurempi interaktio 
riski. Kp,uu -arvon ollessa 0,5 tarkoittaa efluksin täysi inhibitio Kp,uu -arvon nousua 
yhteen ja aivoissa olevan vapaan yhdisteen pitoisuuden kaksinkertaistumista. Kp,uu -
suhteen ollessa 0,1 aiheuttaisi efluksin inhibitio kymmenkertaisen pitoisuuden aivoissa. 
Erityisesti tilanne on merkittävä kliinisesti, mikäli yhdiste on vain yhden kuljetin-
proteiinin substraatti. Mikäli yhdiste on substraatti useille kuljetinproteiineille, ei 
interaktion vaikutus ole yhtä voimakas kuin mitä edellä kuvattiin, sillä Kp,uu ei ole koko-
naan yhden efluksin aikaansaamaa ja muut mekanismit voivat kompensoida inhibition 
vaikutusta. 
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Vu,br kuvaa vapaan yhdisteen jakautumistilavuutta aivoissa (yhtälö 3) (Hammarlund-
Udenaes ym. 2008). Vu,br on koko aivoissa olevan yhdisteen määrän (Xbr) ja solujen 
ulkoisessa nesteessä olevan vapaan yhdisteen pitoisuuden (Cu,br) suhde. Vastaava para-
metri on vapaan yhdisteen osuus aivokudoksessa (fu,br). Hammarlund-Udenaes ryhmi-
neen pitää Vu,br -parametriä käyttökelpoisempana, sillä sitä voidaan verrata fysiologisiin 
tilavuuksiin. Mikäli yhdiste ei jakaudu aivokudoksen soluihin, on Vu,br yhtä suuri kuin 
aivojen solunulkoinen nestetilavuus. Rotilla aivokudoksen ulkoinen nestetilavuus on 
noin 0,21 ml/gaivot (Nicholson & Phillips 1981, Davies & Morris 1993). Aivojen koko 
nestetilavuutta vastaava arvo kuvaa tasaista jakautumista aivokudokseen (Hammarlund-
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Udenaes ym. 2008). Aivojen koko nestetilavuutta suurempi Vu,br kuvaa sitä, että yhdiste 
sitoutuu aivokudokseen. 
 
 
1.2 Yhdisteen aivoihin kulkeutumisen ennustaminen 
 
1.2.1 In vitro -menetelmät 
 
Rotan in situ aivojen perfuusiolla määritettyihin ja MDCKII-MDR1 -solulinjalla 
mitattujen permeabiliteettikertoimien välille on saatu myös hyvä korrelaatio (R2 = 0,82) 
(Summerfield ym. 2007). Tosin tutkimuksessa in vitro -menetelmän solut eivät ole 
humaaniperäisiä ja korrelaatio oli saatu vain hydrofiilisten aineiden osalta (clogP < 2 ja 
n = 16) (Summerfield ym. 2007). 
 
In vitro naudan primäärisolumallilla sekä Caco-2 ja MDCKII-MDR1 -solumalleilla 
määritettyjä permeabiliteettikertoimien arvoja on verrattu rotalla mikrodialyysi-
menetelmällä määritettyjen vapaan yhdisteen aivot/verenkierto -pitoisuussuhteeseen 
(Hakkarainen ym. 2010). Tutkimuksessa yhdeksää yhdistettä tutkittiin rotan mikro-
dialyysillä ja eri in vitro -menetelmillä. Kaikille yhdeksälle yhdisteelle in vivo mitattu 
aivot/verenkierto -suhteen ja in vitro menetelmällä määritettyjen permeabiliteetti-
kertoimien korrelaatio oli huono (R2 välillä 0,36 - 0,38). Kun kaksi korrelaatiosuorista 
eniten eronnutta yhdistettä (ondansetroni ja tolkaponi) poistettiin ja jäljelle jäi seitsemän 
yhdistettä ja saatiin parempia korrelaatioita (R2 naudan primäärisolumallille 0,98, 
MDCKII-MDR1 solulinjalle 0,83 ja Caco-2 solulinjalle 0,72). Koska yhdistejoukkoa 
jouduttiin rajaamaan hyvän korrelaation saamiseksi, voidaan todeta, etteiät solumallit 
ennustaneet in vivo tilannetta hyvin. 
 
Tutkimusryhmä Ranskasta (2005) sai yhdellätoista aineella määritettyjen permea-
biliteettikerrointen osalta huomattavan korrelaation primäärin humaanin veri-aivoesteen 
endoteelisolumallin ja rotalla tehtyjen PET-kuvantamisen välille (R2=0,98) (Josserand 
ym. 2006). Tosin tutkimuksessa mukana olleet aineet edustivat kapeaa joukkoa 
molekyylipainon (266,3 - 585,6 g/mol) ja lipofiilisyyden (logD, 0,63 - 1,95) osalta. 
Hiljattain saatiin vastaavasti hyvä korrelaatio humaanin veri-aivoesteen solulinjan 
permeabiliteetin ja ihmisellä tehtyjen PET-kuvantamistutkimusten välille (R2=0,90) 
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(Mabondzo ym. 2010). Tässäkin tutkimuksessa yhdistejoukko oli pieni, vain kuusi 
yhdistettä. 
 
 
1.2.2 Fysikokemialliset ominaisuudet ja laskentamallit 
 
On tutkittu, että hydrofobinen yhdiste, jonka molekyylipaino luokkaa < 400-600 
daltonia (Da), voi kulkeutua aivoihin farmakologisesti riittävissä määrin passiivisesti 
diffundoitumalla (Pardridge 1995). On yleisesti hyväksytty, että molekyylin 
fysikokemiallisiin ominaisuuksiin perustuvat laskennalliset mallit toimivat vain 
passiivisesti diffundoituville yhdisteille (Meihua 2002, Liu ym. 2004). Laskenta-
kaavoissa, niin kutsutuissa QSAR- tai QSPR –malleissa, haluttu parametri (esim. 
permeabiliteetti, logPapp) pyritään määrittelemään käyttäen kolmesta viiteen fysiko-
kemiallista ominaisuutta, eli deskriptoria. Laskennallisten mallien perusteella on esitetty 
ainakin seuraavien ominaisuuksien vaikuttavan yhdisteen kulkeutumiseen aivoihin: 
typpi- ja happiatomien lukumäärä molekyylissä ja niiden suhde logP -arvoon, 
polaarinen pinta-ala (PSA) ja logD (Clark 2003).  
 
Luco (1999) rakensi PLS –mallin rotalla in vivo mitattujen logBB arvojen pohjalta 
käyttäen 58 yhdistettä (R2=0,85 ja Q2=0,75) (Luco 1999). Mallin ennustuskyky on hyvä, 
mutta yhtälöllä saatava tulos, logBB, ei anna realistista kuvaa yhdisteen todellisesta 
kulkeutumisesta aivoihin ja jakautumisesta siellä. LogBB kuvaa yhdisteen pitoisuuksien 
suhdetta aivojen ja verenkierron välillä (yhtälö 4). Pitoisuudet ovat kokonais-
pitoisuuksia, jotka määritetään esimerkiksi in situ aivojen perfuusion tai iv-injektio-
tekniikalla. LogBB on pitoisuuksien suhde tietyllä ajanhetkellä, eikä siis kuvaa 
permeaation nopeutta. Suhdeluku kasvaa, mitä enemmän yhdiste jakautuu aivojen 
kudokseen. LogBB kuvaakin ennemmin yhdisteen lipofiilisyyttä kuin veri-aivoesteen 
permeaatiota (Hammarlund-Udenaes ym. 2008).  
 
plasma
brain
C
CBB =log     yhtälö 4 
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Log PS -arvo voidaan määrittää in situ aivojen perfuusio -menetelmällä tai in vitro solu-
mallilla. Se on logBB -parametria käyttökelpoisempi, sillä logPS kuvaa permeaatiota 
veri-aivoesteen läpi. Liu ym. (2004) esittelivät mallin, jossa deskriptorit logD, van der 
Waalsin pinta-ala emäksisille yhdisteille (vsa_base) ja polaarinen pinta-ala (PSA) 
kuvasivat permeabiliteettia (logPS) kohtalaisesti (R2=0,74 ja keskihajonta 0,50) (Liu 
ym. 2004). Mukana oli 23 yhdistettä. Yhtälöä voidaan käyttää passiivisesti veri-aivo-
esteen yli diffundoituville yhdisteille. 
 
 
1.2.3 Fysiologiset ja farmakokineettiset tilamallit 
 
Ensimmäisiä tilamalleja oli Hammarlund-Udeanaes ym. esittelemä hyvin yksinkertaisen 
Stella®-ohjelmistolla rakennettu teoreettinen malli vuonna 1997 (Hammarlund-Udenaes 
ym. 1997). Mallissa oli tiloina keho ja aivot, joiden välillä yhdiste kulkee CLin ja CLout -
parametrien mukaisesti. Mallissa CLin kuljettaa yhdisteen verenkierrosta aivoihin ja 
CLout aivoista pois muualle, ei siis enää takaisin verenkiertoon. Tilavuudet olivat vapaan 
yhdisteen jakautumistilavuuksia siten, että jakautumistilavuus aivoissa oli 1/100 systee-
misestä jakautumistilavuudesta. Mallissa ei otettu huomioon plasmaproteiineihin 
sitoutuneen yhdisteen osuutta. He tutkivat permeaationopeuden (mitä suurempi CLin, 
sitä nopeampi permeaatio) vaikutusta puoliintumisaikaan aivoissa. Lisäksi ryhmä tutki 
aktiivisen kuljetinproteiinin vaikutusta puoliintumisaikaan siten, että aktiivinen kuljetin 
toimi Michaelis-Mentenin kinetiikan mukaisesti. 
 
Liu tutkimusryhmineen (2005) esitteli fysiologiaan perustuvan farmakokineettisen 
(PBPK) -mallin aivojen osalta. Tutkimusryhmä rakensi mallin perustuen aiemmin 
julkaistuun koko kehon PBPK -malliin. Aivojen osalta tiloina oli aivojen verenkierto ja 
aivojen solunulkoinen nestetila. Systeemisesti mallissa oli kaksi tilaa; nopeasti 
perfusoidut elimet ja hitaasti perfusoituvat elimet.  Testaukseen he käyttivät seitsemää 
yhdistettä, jotka annosteltiin ihonalaisesti rotille. Yhdisteille määriteltiin pitoisuudet 
verenkierrossa, aivoissa, sekä vapaan yhdisteen osuudet plasmassa (fu,plasma) ja aivojen 
homogenaatissa (fu,brain). In vivo tulokset analysoitiin PBPK -mallilla, josta saatiin arvio 
logPS -arvolle. PBPK -mallilla ennustettuja logPS -arvoja verraattiin in situ rotan 
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aivojen perfuusio -menetelmällä määritettyihin PS-arvoihin ja korrelaatio oli hyvä 
(R2=0,83). 
 
Syvänen tutkimusryhmineen (2006) tutki teoreettisesti efluksitransporttereiden vaiku-
tusta yhdisteen pitoisuuden puoliintumisaikoihin aivoissa luomalla tilamallin MATLAB 
6.5 -ohjelmalla. Mallissa käytettiin rotan fysiologiaa kuvaavia parametreja. Yhdisteen 
katsottiin jakautuvan tasaisesti fysiologisiin nestemääriin, jotka koko keholle oli 167 ml 
ja aivoissa 0,7 ml/gaivot. Endoteelisolujen tilavuutena käytettiin 0,8 µl/gaivoja. Simu-
laatioissa käytettiin neljää eri puhdistumaa, joista kolme kuvasivat aktiivisia 
kulkeutumismekanismeja (kuva 2).  
 
Plasma Veri-aivoeste Aivot 
CLpass
CL1
CL3
CL2
 
Kuva 2. Testatun efluksimallin pohjana käytetyn mallin puhdistumat veri-aivoesteen yli. 
CLpass eli passiivinen kulkeutuminen endoteelisolun kalvojen läpi, CL1 eli influksin 
estäminen (influx hindrance), CL2 eli efluksi endoteelisolun luminaalisella 
membraanilla, CL3 eli efluksi endoteelisolun abluminaalisella membraanilla. Mukaillen 
(Syvänen ym. 2006). 
 
 
Passiivista kulkeutumista kuvaava puhdistuma (CLpass) vaikuttaa sekä luminaalisella 
että abluminaalisella membraanilla molempiin suuntiin, aivoihin ja aivoista pois. Lumi-
naalisella membraanilla toinen aktiivisista mekanismeista, influksin estäminen (CL1, 
influx hindrance) niin kutsuttu gatekeeper, riippuu yhdisteen pitoisuudesta plasmassa, ja 
se estää yhdistettä pääsemästä endoteelisoluihin. Toinen aktiivinen mekanismi lumi-
naalisessa membraanilla on efluksi (CL2), jonka tehokkuus riippuu yhdisteen pitoi-
suudesta endoteelisolujen sisällä, ja kuljettaa yhdistettä endoteelisoluista plasmaan. 
Efluksiin endoteelisolun abluminaalisella membraanilla (CL3) vaikuttaa yhdisteen 
pitoisuus aivojen solunulkoisessa nesteessä. CL3 kuljettaa yhdistettä aivojen solun-
ulkoisesta nesteestä endoteelisolujen sisään. Aktiiviset mekanismit noudattivat 
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Michaelis-Mentenin kinetiikkaa ja niiden Kt -arvo oli konsentraation verrattuna niin 
pieni, että ne toimivat Michaelis-Mentetin kinetiikan lineaarisella alueella. Simu-
laatioissa aktiivisten mekanismien kuljetuskyky (Jmax) oli niin suuri, etteivät ne satu-
roituneet.  
 
Tutkimusryhmä simuloi muutoksia passiivisen puhdistuman arvossa. Lisäksi he 
muuttivat aktiivisten mekanismien kuljetuskapasiteettien arvoja ja yhdisteen aivojen 
jakautumistilavuutta. Tilanteita tutkittiin, siten että plasmassa oli vakaa tila jo ajan-
hetkellä nolla ja sitä ylläpidettiin tasaisella infuusiolla kahdeksan tunnin ajan. Infuusion 
jälkeen simulaatiota jatkettiin vielä kahdeksan tuntia. Yhdisteen pitoisuuden 
puoliintumisaika aivoissa määritettiin simulaatioiden eliminaatiovaiheen perusteella. 
 
Aktiivisista mekanismeista eniten vaikutusta aivoissa saavutettavaan pitoisuuteen oli 
influksin estämisellä. Mitä suurempi kuljetuskapasiteetti influksia estävällä aktiivisella 
transportterilla oli, sitä matalammaksi yhdisteen pitoisuus aivoissa jäi. Influksin 
estäminen ei vaikuttanut kuitenkaan yhdisteen pitoisuuden puoliintumisaikaan aivoissa, 
kun taas efluksin kuljetuskapasiteetin lisääminen (suurempi Jmax -arvo) laski 
puoliintumisaikaa. Jotta yhdistettä ei kulkeutuisi aivoihin lainkaan, influksin estävän 
vaikutuksen on oltava suurempi kuin passiivisen kulkeutumisen (CL1 > CLpass). 
Yhdistettä ei myöskään kulkeudu aivoihin lainkaan, jos luminaalisen ja basolateraalisen 
efluksin summa on suurempi kuin passiivinen kulkeutuminen ((CL2 + CL3) > CLpass). 
 
Efluksin sijainnilla (luminaalinen vs. abluminaalinen membraani) ei ollut vaikutusta 
saavutettuun konsentraatioon, mutta vain abluminaalisella membraanilla sijaitseva 
efluksi lyhensi vakaan tilan saavuttamiseen kulunutta aikaa. Jos efluksit toimivat 
samanaikaisesti lyheni puoliintumisaika entisestään. Yhdisteen jakautumistilavuus 
aivoissa ei vaikuta saavutettavaan pitoisuuteen aivoissa. Sen sijaan mitä suurempi Vu,br 
on, sitä pidempi on aika, joka menee vakaan tilan saavuttamiseen. 
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITE 
 
Tutkimuksen tavoitteena on kerätä kirjallisuusaineisto, jonka kautta luodaan katsaus, 
miten eri fysiologiset parametrit kuvaavat yhdisteiden kulkeutumista aivoihin eri 
menetelmillä mitattujen permeabiliteettikertoimien suhteen. Kirjallisuuden avulla on 
myös tarkoitus etsiä korrelaatiota eri in vitro ja in vivo -menetelmien välillä. 
 
Tarkoituksena on luoda kaksi farmakokineettista tietokonemallia, jotka perustuvat rotan 
fysiologiaan, rotalla tehtyihin mikrodialyysitutkimuksiin ja teoreettisiin arvioihin 
aktiivisen efluksin kineettisistä parametreista. Farmakokineettisten mallien tarkoitus on 
kuvata yhdisteen kulkeutumista verenkierron ja aivojen välillä rotassa, sekä ennustaa 
pitoisuuksia verenkierrossa ja aivojen solunulkoisessa nestetilavuudessa. 
 
Toinen tietokonemalleista on hyvin yksinkertainen (mikrodialyysimalli). Mikro-
dialyysimallin testaukseen käytetään kirjallisuudessa esitettyjen yhdisteiden systeemi-
kinetiikan parametreja sekä yhdisteille mikrodialyysimenetelmällä määritettyjä veri-
aivoesteen permeaatiotuloksia. Testatun mikrodialyysimallin tavoitteena on, että uudelle 
lääkekehityksessä olevalle yhdisteelle voitaisiin saada kuva pitoisuuksista veren-
kierrossa ja aivoissa käyttäen in vitro -solumalleilla ja muilla menetelmillä saatuja 
farmakokinetiikan parametrien arvoja. 
 
Toisen, monimutkaisemman, farmakokineettisen mallin (efluksimallin) tavoitteena on 
tutkia teoreettisten simulaatioiden avulla veri-aivoesteen luminaalisella membraanilla 
sijaitsevan aktiivisen efluksiproteiinin ja passiivisen permeaation merkitystä yhdisteen 
pitoisuuksiin aivojen solunulkoisessa nesteessä. Simulaatiomallin avulla tutkittava 
parametri on vapaan yhdisteen pitoisuuksien suhde aivojen ja verenkierron välillä 
vakaassa tilassa, Kp,uu. Teoreettisista simulaatioista saatavien tuloksien tavoitteena on 
kuvata yhdisteen jakautumista verenkierron ja aivojen välillä mahdollisimman laajalle 
joukolle yhdisteitä. 
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3 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
3.1 Kirjallisuusaineisto 
 
Kirjallisuudesta koottiin joukolle yhdisteitä veri-aivoesteen permeabiliteettivakioiden 
tuloksia eri menetelmillä mitattuina (liite 1.) Menetelmiksi valittiin rotan mikrodialyysi, 
rotan in situ aivojen perfuusio, rotan kuolematon in vitro veri-aivoesteen malli, naudan 
in vitro veri-aivoesteen primäärisolumalli ja MDR1 transfektoitu MDCKII -solumalli. 
Yhdisteille etsittiin kirjallisuudesta myös fysikokemiallisten seuraavat parametrien 
arvot: molekyylipaino, pKa, logP, logD (pH 7,4), PSA, HBA ja HBD. Kerättyä 
aineistoa hyödynnettiin farmakokineettisten mallien parametrien määrityksessä. Lisäksi 
aineistosta koottiin korrelaatiosuorat eri menetelmillä mitattujen permeabiliteetti-
kertoimien ja fysikokemiallisten parametrien välille. Lisäksi tehtiin korrelaatiosuora 
MDCKII-MDR1 ja rotan in situ aivojen perfuusiomenetelmällä määritettyjen 
permeabiliteettikertoimien välille. 
 
 
3.2 Käytetyt ohjelmistot ja yksiköt  
 
Veri-aivoestettä kuvaavan farmakokineettisen simulaatiomallin rakentamiseen 
käytetään Stella® 9.0.1 -ohjelmistoa (High Performance Systems, Hanover, NH). 
Algoritmeista käytössä on neljännen kertaluvun Runge-Kutta. Mittapisteiden väli 
vaihtelee simulaatiosta riippuen samoin kuin mittauksien pituus. Kirjallisuusaineiston 
analysointiin ja farmakokineettisiin malleihin liittyvien kuvaajien piirtämiseen on 
käytetty Sigma-Plot® (Systat Software, Chicago, USA) sekä Microsoft® Office Excel 
2003 (Microsoft Corporation) ohjelmistoja. 
 
Farmakokineettiset mallit kuvaavat yhdisteen kulkeutumista veri-aivoesteen yli. Sekä 
mikrodialyysi- että efluksimallissa on käytetty samoja yksiköitä. Ajan yksikkö on 
minuutti (min), yhdisteen massan yksikkö nanogramma (ng), tilavuuden millilitra (ml) 
ja rotan fysiologisten massojen yksikkö on gramma (g).  
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3.3 Rotan fysiologiaa kuvaavat parametrit  
 
Molemmat mallit (mikrodialyysimalli ja efluksimalli) perustuvat rotan fysiologiaan. 
Rotan veri-aivoestettä ja aivoja kuvaavat fysiologiset parametrit (veri-aivoesteen pinta-
ala, veri-aivoesteen endoteelisolujen tilavuus, rotan paino ja aivojen paino) määriteltiin 
kirjallisuuden perusteella (taulukko 2). 
 
Taulukko 2. Rotan fysiologiaa kuvaavat parametrit 
 
Parametri Selitys Arvo Lähde 
Abbb Veri-aivoesteen pinta-ala 100 cm2/gaivot (Bradbury 1979) 
Vec 
Veri-aivoesteen endoteeli-
solujen tilavuus 0,0014 ml (Gjedde & Christensen 1984) 
W Rotan paino 250 g - 
Wbr Aivojen paino 1,8 g (Davies & Morris 1993) 
 
 
 
3.4 Mikrodialyysimallin rakenne ja parametrit 
 
Mikrodialyysimalli rakennettiin yksinkertaiseksi, joten siinä on erotettu vain kaksi tilaa: 
systeeminen verenkierto ja aivot (kuva 3). Mikrodialyysimallissa ei eroteta veri-aivo-
esteen endoteelisolun luminaalista ja abluminaalista kalvoa. 
 
 
 
Kuva 3. Mikrodialyysimallin tilat ja aineen kulkeutuminen niiden välillä. 
 
 
Pitoisuus aivoissa (Cu,br) on määritelty jakamalla yhdisteen määrä aivoissa vapaan 
yhdisteen jakautumistilavuudella aivoissa (Vu,br). Systeemikinetiikassa plasmassa on 
erotettu kokonaispitoisuus (Cp) ja vapaan yhdisteen pitoisuus (Cu,p). Systeeminen 
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puhdistuma verenkierrosta on määritelty puhdistuman ja vapaan yhdisteen tulona. 
Mikrodialyysimallin Stella® 9.0.1 -ohjelman kuva ja yhtälöt on esitetty liitteessä 2. 
 
 
3.4.1 Mikrodialyysimenetelmällä mitattu aineisto rotalla 
 
Kirjallisuudesta löydettiin seuraaville yhdisteille mikrodialyysimenetelmällä määritetty 
permeaatio: oksikodoni, gabapentiini, morfiini, morfiini-3-glukuronidi (M3G) ja 
morfiini-6-glukuronidi (M6G). Yhdisteet edustavat laajaa joukkoa farmakokineettisten 
parametrien suhteen (taulukko 3). 
 
Taulukko 3. Mikrodialyysimallin testauksessa käytettyjen yhdisteiden farmako-
kineettisten parametrien arvot rotalla. 
 
Parametri 
Selite Yksikkö 
Oksi-
kodoni 
Gaba-
pentiini M6G M3G Morfiini 
Vu,br 
Vapaan yhdisteen 
jakautumistilavuus 
aivoissa 
ml/gaivot 2,2  e 5,5 g 0,193 d 0,23  f 1,7 c 
CLin 
Puhdistuma verestä 
aivoihin 
ml/min/gaivot 1,91 e 0,042 g 0,0011 d 0,0001 f 0,0114 c 
CLout 
Puhdistuma 
aivoista vereen 
ml/min/g aivot 0,63 e 0,36 g 0,0038 d 0,0012 f 0,042 c 
CL 
Systeeminen 
puhdistuma 
ml/min/g rotta 0,1496 e 0,0093 h 0,011 a 0,0083 a 0,0295 b 
Vd 
Systeeminen 
jakautumistilavuus 
ml/g rotta 4,04 e 1,44 h 0,280 a 0,236 a 1,355 b 
fu 
Vapaan yhdisteen 
osuus plasmassa 
 0,743 e 0,97 h 0,83 a 0,929 a 0,672 a 
Lähteet: a (Bickel ym. 1996), b (Wu ym. 1997), c (Tunblad ym. 2003), d (Tunblad ym. 2005), e (Bostrom 
ym. 2006), f (Xie ym. 2000), g (Wang & Welty 1996), h (Radulovic ym. 1995) 
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Yhdisteiden jakautumistilavuus vaihtelee aivoissa välillä 0,193 - 5,5 ml/gaivot ja systee-
minen jakautumistilavuus välillä 0,236 - 4,04 ml/grotta. Puhdistumat verenkierrosta 
aivoihin vaihtelee välillä 0,0001 - 1,91 ml/min/gaivot ja puhdistuma aivoista veren-
kiertoon välillä 0,0012 - 0,63 ml/min/gaivot. Systeeminen puhdistuma vaihtelee välillä 
0,0083 - 0,1496 ml/min/grotta. Gabapentiinin puhdistuma verenkierrosta aivoihin on 
muista yhdisteistä poiketen suurempi kuin puhdistuma aivoista verenkiertoon (0,36 vs 
0,042 ml/min/gaivot). Kaikki yhdisteet ovat verenkierrossa suurimmaksi osaksi sitoutu-
mattomana (vapaan yhdisteen osuudet plasmassa (fu) välillä 0,672 - 0,97). 
 
Yhdisteet erosivat toisistaan myös fysikokemiallisten ominaisuuksien osalta (taulukko 
4). Morfiinin glukuronidien (M3G ja M6G) pKa on alhainen (2,77 ja 2,79) ja ne ovat 
hydrofiilisiä yhdisteitä (logD -4,109 ja -1,93), joilla on suuri massa (461,5 g/mol) ja 
polaarinen pinta-ala (149,2). Muut yhdisteet ovat hydrofobisempia (logD -1,418 - 
1,126) ja pienempiä molekyylipainonsa (171,2 - 315,4 g/mol) ja polaarisen pinta-alansa 
(52,9 - 63,3) suhteen.  
 
Taulukko 4. Mikrodialyysimallin testaukseen käytettyjen yhdisteiden laskennalliset 
fysikokemialliset parametrit (ChEMBL, European Biopharmaceutics Institute 2010). 
 
Yhdiste MW (g/mol) ACD pKa ACD LogP 
ACD LogD 
(pH 7,4) PSA HBA HBD 
Gabapentiini 171,2 4,73 1,083 - 1,418 63,3 3 2 
M3G 461,5 2,77 - 1,557 - 4,109 149,2 10 5 
M6G 461,5 2,79 0,685 - 1,93 149,2 10 5 
Morfiini 285,3 9,48 0,872 0,043 52,9 4 2 
Oksikodoni 315,4 13,13 1,588 1,126 59 5 1 
 
 
3.5 Efluksimallin rakenne 
 
Efluksimallin esimerkkinä käytettiin Syvänen ym. (2006) työtä, jossa tutkimusryhmä 
esittivät yhtälöt ja parametrit teoreettiselle mallille. Tutkimusryhmä esitti mallin, jossa 
yhdiste kulkeutuu kolmen tilan (plasma, veri-aivoesteen endoteelisolu ja aivot) välillä 
passiivisesti ja aktiivisesti (Syväsen malli).  
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Kuten Syväsen mallissa, efluksimallissakin on kolme tilaa; verenkierto (plasma), veri-
aivoesteen endoteelisolut ja aivot (kuva 4). Yhdiste voi kulkeutua tilojen välillä 
passiivisesti tai efluksitransportterin avulla aktiivisesti. Efluksimallin testaukseen 
käytettiin mallia, jossa oli mukana kaksi efluksia, yksi molemmilla endoteelisolun 
kalvoilla (Stella® 9.0.1 -ohjelman kuva ja yhtälöt on esitetty liitteessä 3). Teoreettisten 
simulaatioiden tekoon käytettiin mallia, jossa efluksi on vain luminaalisella kalvolla 
(Stella® 9.0.1 -ohjelman kuva ja yhtälöt on esitetty liitteessä 4). 
 
 
 
Kuva 4. Efluksimallin tilat ja aineen kulkeutuminen niiden välillä. EFLUKSI 2 oli 
mukana efluksimallissa vain mallin testausvaiheessa. 
 
 
3.5.1 Testaukseen käytetyn efluksimallin parametrit ja yhtälöt  
 
Testauksessa tehdyissä simulaatioissa muuttuvat parametrit olivat samat kuin Syväsen 
mallissa (taulukko 5). Kuudessa testaukseen tehdyssä simulaatiossa simuloitiin tilanteita 
kolmella eri Vu,br -arvoilla (0,2 ml/gaivot, 0,7 ml/gaivot ja 5 ml/gaivot). CLpass -arvoa 
varioitiin neljällä eri arvolla tilanteessa, jossa ei ole aktiivisia mekanismeja (0,3; 3; 10 ja 
30 µl/min/gaivot). Tilanteessa, joissa aktiivinen mekanismi oli mukana, passiivista 
puhdistumaa varioitiin kahdella eri arvolla (10 ja 30 µl/min/gaivot). Efluksin 
maksimikapasiteetti (Jmax) sai simulaatioissa kaksi eri arvoa (5 ja 10 ng/min). 
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Taulukko 5. Efluksimallin testaukseen käytettyjen parametrien arvot 
 
Passiivinen 
puhdistuma 
Jakautumis
tilavuus 
aivoissa 
Yhdisteen 
affiniteetti 
efluksiin 
Efluksin 
kuljetuskapasiteetti 
CLpass Vu,br Kt Jmax 
Simu-
laatio 
Syvänen 
ym. 2006 
µl/min/g aivot ml/g aivot ng/ml ng/min/g aivot 
A kuva 2 0,3  ;  3  ;   10  ;  30 0,7 - - 
B kuva 4 30 0,7 1000 10 
C kuva 5 10 0,7 1000 5 
D kuva 7 10 0,7 1000 10 
E kuva 8 10 0,2 1000 10 
F kuva 9 10 5 1000 10 
 
 
Aktiivisen kulkeutumisen osalta seurattiin pääsääntöisesti Syväsen ym. (2006) esittämiä 
yhtälöitä. Testauksessa ei käytetty lainkaan Syväsen mallin CL1 puhdistumaa. 
Simulaatioissa EFLUKSI ja EFLUKSI 2 (Syväsen mallissa CL2 ja CL3) määriteltiin 
Michaelis-Mentenin kinetiikan mukaisesti (yhtälöt 5 ja 6).  
 
ecut
brecu
CK
WJC
EFLUKSI
,
max, **
+=    yhtälö 5 
 
brut
brbru
CK
WJC
EFLUKSI
,
max, **2 +=    yhtälö 6 
 
Testaukseen käytetyssä efluksimallissa passiivinen permeaatio määritellään 
puhdistuman avulla, kuten Syväsen mallissa (yhtälö 7). 
 
PASS1-4 = CLpass*(Cluovuttaja-Cvastaanottaja)  yhtälö 7     
 
Testauksessa vakaan tilan pitoisuus (Cu,ss), systeeminen puhdistuma (CL) ja 
systeeminen jakautumistilavuus (Vd) olivat pysyviä ja samat kuin Syväsen ym. (2006) 
työssä (taulukko 6). Simulaatioaika oli 480 minuuttia, kuten (Syvänen ym. 2006) paitsi 
simulaatiossa A, jossa simulaatioaika oli 360 minuuttia.  
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Taulukko 6. Efluksimallin testauksessa vakiona pidetyt parametrit. 
 
Parametri Arvo Selite 
CL 5 ml/min Systeeminen puhdistuma 
Cu,ss 200 ng/ml Vakaan tilan pitoisuus 
Vd 167 ml Systeeminen jakautumistilavuus 
 
 
3.5.2 Teoreettisiin simulaatioihin käytetyn efluksimallin parametrit ja yhtälöt  
 
Teoreettisissa simulaatioissa varioidaan suhdelukuina efluksin kapasiteetin (Jmax) ja 
vakaan tilan konsentraation (Css) suhdetta Jmax/Css sekä efluksi tehokkuutta Michaelis-
Mentenin kinetiikan parametrien suhteena (Kt/Jmax). Lisäksi varioidaan passiivisen 
permeaation Ppass -arvoa. Vakioina pidettävät parametrit olivat Vu,br, Vd ja CL.  
 
Varioitavan Jmax/Css -suhteen osalta määriteltiin kolme mielenkiintoista tilannetta, joissa 
suhdeluvun erot ovat satakertaiset (taulukko 7). Jmax/Css -suhde kuvaa käytännössä tila-
vuutta (ml), joka puhdistuu yhdisteestä aikayksikössä (minuutti). Efluksimallissa efluksi 
on luminaalisella membraanilla, joten tila, jota puhdistuma koskee, on veri-aivoesteen 
endoteelisolutila (0,00144 ml) (Gjedde & Christensen 1984). Jmax/Css -suhteen (ml/min) 
suhde puhdistuvan tilan (endoteelisolu) tilavuuteen kuvaa efluksin kapasiteetin kuormit-
tumista, eli saturoitumista. Simulaatiossa 1, jossa Jmax/Css -suhde on 0,001 ml/min 
kuormittuu efluksi 1,44 -kertaisesti, eli efluksin kapasiteetti on täysin käytössä ja efluksi 
on siis saturoitunut. Simulaatiossa 2 ja 3 (Jmax/Css -suhteet 0,1 ml/min ja 10 ml/min) ei 
efluksi saturoidu.  
 
Taulukko 7. Jmax/Css -suhteet kolmessa eri efluksimallilla tehdyissä simulaatiossa. 
Varioitava parametri Simulaatio 1 
Simulaatio 
2 
Simulaatio 
3 Yksikkö 
Jmax/Css 0,001 0,1 10 ml/min 
 
 
Kt/Jmax vaihteluväli on 1 - 100 min/ml (taulukko 8.) Simulaatioissa käytetty veri-aivo-
esteen passiivisen permeaation alue (Ppass vaihteluväli 0,5 - 100 * 10-6 cm/s) määriteltiin 
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kirjallisuudessa esitettyjen mikrodialyysitutkimusten perusteella, joiden vaihteluväli oli 
0,004 - 318,3 * 10-6 cm/s (n = 11) (liite 1) (taulukko 8). Kirjallisuudessa tulokset ilmoi-
tetaan usein puhdistumana (CL). Permeabiliteettikerroin voidaan laskea jakamalla 
puhdistuma veri-aivoesteen pinta-alalla, joka rotalle on 100cm2/g aivot (Bradbury 1979) 
(yhtälö 8). 
 
bbb
pass A
CLP =       yhtälö 8 
 
 
Taulukko 8. Efluksimallilla varioitujen parametrien vaihteluvälit. 
 
Varioitava parametri Variointiväli Yksikkö 
Passiivinen permeaatio Ppass 0,5 - 100 *10-6 cm/s 
Efluksin tehokkuus Kt/Jmax 1 - 100 min/ml 
 
 
Koska tarkoitus oli tutkia vakaata tilaa, käytettiin mallin eri tiloissa (aivot ja plasma) 
lähtöpitoisuuksia (liitteet 5-7). Varsinkin pienillä passiivisen permeaation arvoilla ja 
heikoilla affiniteeteilla (suuri Kt/Jmax) vakaan tilan saavuttaminen aivoissa on niin 
hidasta, että mahdollisimman tarkka arvio vakaan tilan pitoisuudesta on välttämätöntä 
oikean tuloksen saamiseksi. 
 
Vakiona pysyvät parametrit ovat vapaan yhdisteen jakautumistilavuus aivoissa (Vu,br) ja 
systeemisesti (Vd), sekä systeeminen puhdistuma (CL) (taulukko 9). Tilavuuksilla (Vu,br 
ja Vd) on vaikutusta ainoastaan nopeuteen, jolla vakaa tila saavutetaan, ei Kp,uu -suhtee-
seen, joten simulaatioissa jakaantumistilavuudet määriteltiin mahdollisimman pieniksi, 
jotta vakaa tila saavutetaan mahdollisimman nopeasti. Teoriassa pienin mahdollinen 
jakautumistilavuus yhdisteelle on fysiologinen nestetilavuus. Rotalla aivojen solun-
ulkoinen nestetilavuus on 0,21 ml/gaivot ja fysiologinen plasmatilavuus 7,8 ml 
(Nicholson & Phillips 1981, Davies & Morris 1993). Systeeminen puhdistuma 
määriteltiin yhdisteiden keskimääräisenä puhdistumana kirjallisuudesta (3,8 ml) 
(Bachmann ym. 1996). 
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Taulukko 9. Vakiona pidetyt parametrit efluksimallissa; vapaan yhdisteen jakautumis-
tilavuus aivoissa (Vu,br) ja systeeminen jakautumistilavuus (Vd), sekä systeeminen 
puhdistuma (CL). 
 
Parametri Arvo Yksikkö Selite Lähde 
Vu,br 0,21 ml/g aivot 
fysiologinen aivojen 
solunulkoinen nestetilavuus 
(Nicholson & Phillips 1981, 
Davies & Morris 1993) 
Vd 7,8 ml fysiologinen plasmatilavuus (Davies & Morris 1993) 
CL 4 ml/min mediaani 3,8 ml/min (Bachmann ym. 1996) 
 
 
Efluksimallissa siirtymät eri tilojen välillä on määritelty aktiivisen efluksin ja passii-
visen kulkeutumisen avulla (yhtälöt 9 ja 10). Aktiivinen kulkeutuminen määritellään 
Michaelis-Mentenin kinetiikan mukaisesti, jossa Jmax on efluksin kuljetuskapasiteetti 
(ng/min/gaivot) ja Kt on aineen affiniteetti efluksiin (ng/ml). Wbr on aivojen paino (1,8g) 
(Davies & Morris 1993).  
 
ecut
brecu
CK
WJC
EFLUKSI
,
max, **
+=    yhtälö 9 
 
Passiivinen kulkeutuminen veri-aivoesteen endoteelisolukerroksen yli määritellään 
permeaatiokertoimena (Ppass). Permeaatiokerroin kuvaa kokonaispermeaatiota endoteeli-
solukerroksen yli, jolloin se tulee ottaa huomioon solun abluminaalisella ja lumi-
naalisella kalvolla kaksinkertaisena. Lisäksi se täytyy kertoa solukerroksen pinta-alalla 
(yhtälö 9). 
 
PASS1-4 = 2*Ppass*Abbb*Wbr*(Cluovuttaja-Cvastaanottaja)  yhtälö 10 
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4 TULOKSET 
 
4.1 Kirjallisuusaineisto 
 
Kirjallisuusaineistossa rotalle eri menetelmillä (mikrodialyysi, in situ aivojen perfuusio 
ja primääriendoteelisolumalli) määritettyjen permeabiliteettikertoimet kattoivat välin 
0,44 - 318,3 *10-6 cm/s (taulukko 10). MDR1 tranfektoitua MDCKII -solulinjalla 
mitattujen permeabiliteettikertoimien vaihteluväli oli vain 0,028 - 69,4 *10-6 cm/s ja 
naudan primäärillä solumallilla 3 - 294,3 *10-6 cm/s (taulukko 10).  
 
Taulukko 10. Vaihteluvälit kirjallisuudessa esitetyille in vivo ja in vitro -menetelmillä 
määritetyille permeabiliteettikertoimen (Papp *10-6 cm/s) arvoille. 
 
Kuolematon 
solulinja, 
rotta 
Primääri-
solumalli, 
nauta 
Mikrodialyysi, 
rotta 
In situ aivojen 
perfuusio, rotta 
MDR1-
MDCKII -
solulinja 
Pienin 0,44 3 0,004 0,053 0,028 
Suurin 1987,16 294,3 318,3 488 69,4 
n 19 15 11 56 66 
 
 
Eri menetelmillä määritettyjä permeabiliteettikertoimia verrattiin myös keskenään. 
Eniten samojen yhdisteiden permeabiliteettikertoimia oli määritetty in vitro MDR1-
MDCKII –solulinjalla ja rotan in situ aivojen perfuusio -menetelmällä, yhteensä 56 
yhdistettä. Menetelmillä määritettyjen permeabiliteettikertoimien välillä ei ollut 
korrelaatiota (R2=0,02) (kuva 5). 
 
Kirjallisuusaineiston eri in vivo ja in vitro -menetelmillä määriteltyjen permeabili-
teettikertoimien (Papp *10-6 cm/s) fysikokemiallisten parametrien välille määriteltiin 
korrelaatiokertoimet (taulukko 11). Korrelaatiot eri menetelmillä määritettyjen 
permeabiliteettikertoimien ja yksittäisten fysikokemiallisten deskriptoreiden välillä ovat 
heikot (R2 < 0,7) (kuvaajat liitteissä 8-9). Ainoastaan naudan aivojen mikrosuonten 
primäärillä endoteelisolumalilla in vitro määritettyjen permeabiliteettikertoimien ja 
PSA:n välillä oli hyvä korrelaatio R2=0,80. Naudan primäärisolumallilla määritettyjen 
permeabiliteettikertoimien arvot olivat välillä 3 - 294,3 *10-6 cm/s ja yhdisteiden luku-
määrä 15, yhdistejoukon vaihteluväli PSA -arvon suhteen oli noin 25 - 210. 
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Kuva 5. In vitro MDR1-MDCKII –solulinjalla ja in situ rotalla määritettyjen 
permeabiliteettitulosten korrelaatiosuora. 
 
 
Taulukko 11. Korrelaatiokertoimet (R2) eri menetelmillä määritettyjen permeabiliteetti-
kertoimien (Papp *10-6 cm/s) ja fysikokemiallisten parametrien välillä. n = menetelmällä 
tutkittujen yhdisteiden lukumäärää. Paras korrelaatio saatiin naudan primäärisolumallin 
ja yhdisteen PSA -arvon välille, korrelaatiokerroin lihavoitu. 
R2 
Kuolematon 
solulinja, 
rotta 
Primääri-
solulinja, 
nauta 
Mikro-
dialyysi, 
rotta 
In situ aivojen 
perfuusio, 
rotta 
MDR1-
MDCKII -
solulinja 
n 19 15 11 56 66 
logD (pH 7,4) 0,0687 0,2662 0,6521 0,5833 0,2772 
PSA 0,494 0,8045 0,3626 0,4219 0,4174 
logP 0,0026 0,1086 0,3106 0,4692 0,0626 
pKa 0,0682 0,046 0,127 0,0031 0,0038 
 
 
 
4.2 Mikrodialyysimalli 
 
Mikrodialyysimalli testattiin käyttäen kirjallisuudessa esitettyjen rotalla tehtyjen mikro-
dialyysikokeiden perusteella määriteltyjä parametreja (Vu,br, CLin, CLout, CL, Vd ja fu) 
viidelle yhdisteelle (gabapentiini, oksikodoni, M3G, M6G ja morfiini). Mikro-
dialyysimallilla simuloidut aivojen ja verenkierron pitoisuuskuvaajat yhdistettiin 
alkuperäisartikkelin pitoisuuskuvaajien kanssa, jotta voitiin vertailla, kuinka hyvin 
mikrodialyysimalli onnistui toistamaan in vivo mitattuja pitoisuuksia (kuva 6) 
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Kuva 6. In silico mikrodialyysimallilla simuloidut pitoisuuskuvaajat yhdistettynä 
alkuperäisartikkelien pitoisuuskuvaajien kanssa. Vertailussa yhdisteet: gababentiini, 
oksikodoni, morfiini-3-glukuronidi, morfiini-6-glukuronidi ja morfiini. 
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Mikrodialyysimalli kuvaa in vivo -tuloksia kohtuullisesti. Simuloitujen ja in vivo -
määritettyjen pitoisuuksien välille saavutettiin yleisesti parempi korrelaatio veren-
kierrossa kuin aivoissa. Vakaan tilan pitoisuudet vastasivat aivojen pitoisuuksien osalta 
hyvin oksikodonilla, gabapentiinilla ja M6G:lla. Morfiini ei saavuttanut vakaata tilaa, 
mutta huippupitoisuus oli sama simuloituna ja määritettynä in vivo. 
 
Eliminaatiovaihetta mikrodialyysimalli ei kuvannut hyvin minkään yhdisteen kohdalla. 
Oksikodonilla eliminaatio in silico oli havaittua in vivo eliminaatiota nopeampaa sekä 
verenkierrossa että aivoissa. Morfiinin kohdalla sen sijaan eliminaatio mikrodialyysi-
mallissa oli hitaampaa kuin in vivo havaittu. M3G:n ja M6G:n kohdalla eliminaatio-
vaihe korreloi hyvin verenkierron osalta. Aivojen pitoisuuksien suhteen M3G:n osalta ei 
havaita selkeää eliminaatiovaihetta lainkaan ja M6G:n osalta mikrodialyysimalli ali-
arvioi eliminaationopeuden. Gabapentiinin kohdalla eliminaatiovaihetta ei ole raportoitu 
julkaisussa lainkaan (Wang & Welty 1996). 
 
 
4.3 Efluksimalli 
 
4.3.1 Testaukseen käytetty efluksimalli 
 
Efluksimallin rakenne ja yhtälöt testattiin vertaamalla Syväsen tutkimusryhmineen 
(2006) julkaisemia kuvaajia, jotka kuvasivat pitoisuuksia aivoissa, efluksimallilla 
simuloituihin pitoisuuksiin. Testatulla efluksimallilla pystyttiin toistamaan Syväsen 
tutkimusryhmineen tekemät simulaatiot täsmällisesti. Kaikki simulaatiot A-F vastasivat 
alkuperäisartikkelissa esitettyjä täysin (liite 10). Esimerkiksi simulaatiossa D, jossa 
passiivinen puhdistuma oli 10 µl/min/gaivot, jakautumistilavuus aivoissa 0,7 ml/gaivot ja 
kuljetinproteiinien Michaelis-Mentenin kinetiikan vakioiden arvot (Jmax ja Kt) 10 ng/min 
ja 1000 ng/ml, aivojen efluksimallilla simuloidut pitoisuusarvot kulkivat täysin 
päällekkäin alkuperäisartikkelissa esitettyjen pitoisuuskuvaajien kanssa yhdistetyssä 
kuvaajassa (kuva 7). 
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Kuva 7. Efluksimallilla simuloidut aivopitoisuudet alkuperäisartikkelissa simuloitujen 
pitoisuuskuvaajien tuloksiin verrattuna testisimulaatio D:n osalta. Passiivinen 
puhdistuma 10 µl/min/gaivot, jakautumistilavuus aivoissa 0,7 ml/gaivot ja 
kuljetinproteiinien Michaelis-Mentenin kinetiikan vakioiden arvot (Jmax ja Kt) 10 ng/min 
ja 1000 ng/ml. 
 
 
4.3.2 Varioitavien parametrien valinta 
 
Suhdeluvut Jmax/Css ja Kt/Jmax valikoituivat varioitaviksi parametreiksi siksi, että efluksi-
mallia kehitettäessä havaittiin, että Jmax/Css ja Kt/Jmax määrittivät lopullisen Kp,uu -arvon. 
Huomattiin myös, että jos sekä Jmax/Css että Kt/Jmax olivat samat, oli myös Kp,uu sama, 
riippumatta siitä mitä arvoja yksittäiset parametrit saivat. 
 
Kt/Jmax -suhteen osalta kerättiin kirjallisuudesta Kt ja Jmax -parametrien arvoja veri-aivo-
esteen efluksiproteiineille. Kirjallisuudessa esitellyt arvot on saatu menetelmillä, jotka 
on tehty transfektoiduilla hyönteisoluilla, tietyn kudoksen solulinjalla, veri-aivoesteen 
primäärisoluilla tai in situ kudosperfuusiolla (taulukko 12). Lopulta varioitava Kt/Jmax -
alue (1-100 min/ml) määriteltiin siten, että pysyttiin mallin kehitysvaiheessa havaitulla 
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mielenkiintoisella alueella. Mielenkiintoinen alue määriteltiin siten, että Kt/Jmax -arvojen 
muutoksella oli vaikutusta tutkittavaan Kp,uu -arvoon. 
 
Taulukko 12. Eri menetelmillä määritettyjä Jmax ja Kt -arvoja eri yhdisteille kirjal-
lisuudesta. 
 
 Km (µM) Jmax Yksikkö  Lähde 
178,4 92,5 pmol/min/mg proteiinia 
1,58 48,2 pmol/min/mg proteiinia 
(Bachmeier ym. 2006) 
16,4 132,5 µmol/min/cm2 
MDR1-
MDCKII 
2,85 12,6 µmol/min/cm2 
(Shirasaka ym. 2008) 
80,7 213,7 µmol/min/cm2 
1,69 7,74 µmol/min/cm2 Caco-2 
1,01 0,91 µmol/min/cm2 
(Shirasaka ym. 2008) 
8,7 14,8 nmol/min/mg membraania 
4,7 7,7 nmol/min/mg membraania 
6,5 9,3 nmol/min/mg membraania 
2676 48,6 nmol/min/mg membraania 
318,2 10 nmol/min/mg membraania 
2066 19,5 nmol/min/mg membraania 
Hyönteissolu 
(pgp) 
109,3 8,5 nmol/min/mg membraania 
(Wang ym. 2008) 
16 480 pmol/min/g aivoja Hiiri (Cisternino ym. 2004) 
20 6,5 pmol/min/g aivoja Marsu (Gibbs ym. 2003) 
In situ 
aivojen 
perfuusio 200 1,06 nmol/min/g aivoja Marsu (Thomas & Segal 1997) 
54 3,583 pmol/min/mg proteiinia Rotan kuolematon solulinja (Friedrich ym. 2003) 
2,78 100,2 pmol/min/mg proteiinia 
474,3 122,8 pmol/min/mg proteiinia 
Naudan aivojen mikrosuonten 
endoteelisolut (Bachmeier ym. 
2006) 
2,68 428,9 pmol/min/mg proteiinia 
1448,2 624,9 pmol/min/mg proteiinia 
Tuoreet naudan aivojen 
mikrosuonet (Bachmeier ym. 
2006) 
In vitro 
solumalli 
40,91 µg/ml  67,2 pg/min/µg proteiinia Rotan aivojen mikrosuonten endoteelisolut (Yang & Liu 2008) 
 
 
Valituilla parametreilla katettiin koko Michaelis-Mentenin kinetiikan alue (kuva 8) 
Simulaatiossa 1 (Jmax/Css = 0,001 ml/min) Css/Kt -suhde on 10-1000. Pitoisuus on tällöin 
paljon Kt -arvoa suurempi ja efluksi on saturoitunut. Simulaatiossa 2 (Jmax/Css = 0,1 
ml/min) ollaan epälineaarisella alueella molemmilla puolilla Kt:n suhteen (Css/Kt on 
välillä 0,1-10). Simulaatiossa 3 (Jmax/Css = 10 ml/min) Css/Kt -suhde on 0,001-0,1, eli Css 
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on paljon pienempi kuin Kt, jolloin ollaan Michaelis-Mentenin kinetiikan lineaarisella 
alueella. 
 
 A 
 
B C 
Kt 
Jmax 
½ Jmax 
 
Css 
Kuva 8. Simulaatioiden sijoittuminen Michaelis-Mentenin kinetiikan suhteen. A: 
Simulaatio 3: Css/Kt = 0,001-0,1. B: Simulaatio 2: Css/Kt = 0,1-10. Simulaatio 1: Css/Kt = 
10-1000. 
 
 
4.3.3 Teoreettisten simulaatioiden tulokset 
 
Teoreettisissa simulaatioissa varioitiin luminaalisella membraanilla sijaitsevan 
efluksitransportterin tehokkuutta (Kt/Jmax), passiivista permeabiliteettia ja Jmax/Css -
suhdetta. Simulaatioiden tulokset on esitetty kolmena contour plot -kuvaajana, joissa x-
akselilla on passiivinen permeaatio (Ppass), y-akselina transportterin tehokkuus (Kt/Jmax -
suhde) ja z-akselina simulaatiolla saatu sitoutumattoman yhdisteen jakautumiskerroin 
(Kp,uu) aivojen ja verenkierron välillä vakaassa tilassa (kuvat 10-12). Contour plottien 
avulla voidaan arvioida, kuinka yhdiste käyttäytyy, jos sen affiniteetti transportteriin 
kasvaa (Kt/Jmax -suhde pienenee) ja/tai passiivinen permeaatio paranee (Ppass kasvaa). 
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Simulaatiossa 1 efluksi on saturoitunut ja Kp,uu lähenee yhtä jo hyvin heikoilla permea-
biliteettiarvoilla (kuva 9). Ppass ollessa 1*10-6 cm/s Kp,uu -arvo on yli 0,95. Käytännössä 
vapaan yhdisteen pitoisuus aivoissa on tällöin 95 % vapaan yhdisteen pitoisuudesta 
verenkierrossa. Affiniteetin (Kt) muutos ei vaikuta Kp,uu -arvoon. Kp,uu on riippuvainen 
ainoastaan permeabiliteetista. Ppass ollessa 5 *10-6 cm/s Kp,uu -arvo on yli 0,99. 
 
Jmax / Css = 0,001 ml/min
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Kuva 9. Efluksimallilla simulaatiossa 1 saadut Kp,uu -arvot suhteessa efluksin 
tehokkuuteen Kt/Jmax ja passiiviseen permeaatioon (Permeabiliteetti eli Ppass). 
 
 
Simulaatiossa 2 efluksi ei enää saturoidu. Tällöin affiniteetilla (Kt) on myös vaikutusta 
Kp,uu -arvoon (kuva 10). Kt/Jmax -suhteen ja permeabiliteetin vaikutus Kp,uu -arvoon on 
epälineaarista. Kt/Jmax -suhteen kasvaessa affiniteetti laskee, efluksin vaikutus heikkenee 
ja Kp,uu -arvo kasvaa. Esimerkiksi permebiliteetilla 5*10-6 cm/s Kp,uu -arvo on 0,3 
Kt/Jmax -suhteen ollessa 1 min/ml. Kun Kt/Jmax -suhde kasvaa arvoon 10 min/ml 
(efluksin affiniteetti heikkenee), on Kp,uu -arvo yli 0,6. Ja edelleen, kun affiniteetti 
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heikkenee edelleen ja Kt/Jmax -suhde on 50 min/ml on Kp,uu jo yli 0,8. Kuvasta 10 
arvioituna Kt/Jmax -suhteen vaikutus Kp,uu -arvoon muuttuu lineaariseksi, kun Kt/Jmax on 
yli 25 min/ml, tällöin Css/Kt -suhde on alle 0,4. 
 
 
Jmax / Css = 0,1 ml/min
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Kuva 10. Efluksimallilla simulaatiossa 2 saadut Kp,uu -arvot suhteessa efluksin tehok-
kuuteen Kt/Jmax ja passiiviseen permeaatioon (Permeabiliteetti eli Ppass). 
 
 
Simulaatiossa 3 Kp,uu -arvo muuttuu suorassa suhteessa permeabiliteetin ja Kt/Jmax -
suhteen vaikutuksesta (kuva 11). Permebiliteetilla 5*10-6 cm/s ja Kt/Jmax -suhteen 
ollessa 1 min/ml Kp,uu -arvo on 0,1. Kun Kt/Jmax -suhde kasvaa arvoon 10 min/ml eli 
affiniteetti heikkenee on Kp,uu -arvo yli 0,5. Ja kun Kt/Jmax -suhde on 50 min/ml on Kp,uu 
jo yli 0,8. 
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Jmax / Css = 10 ml/min
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Kuva 11. Efluksimallilla simulaatiossa 3 saadut Kp,uu -arvot suhteessa efluksin tehok-
kuuteen Kt/Jmax ja passiiviseen permeaatioon (Permeabiliteetti eli Ppass). 
 
 
Kun efluksi ei ole saturoitunut, Jmax/Css -suhteella on vaikutusta yhdisteen jakautu-
miseen aivojen ja verenkierron erityisesti, kun Kt/Jmax -suhde on alle 10 min/ml (kuva 
12 A,B,C). Kt/Jmax -suhteen ollessa yksi eri Jmax/Css -suhteet saavat aikaan hyvin 
erilaisen Kp,uu -arvon (kuva 12A) . Tämä johtuu siitä, että mitä pienempi Kt/Jmax -suhde 
on, sitä tehokkaammin efluksi toimii, ja efluksin saturoituminen (Jmax/Css -suhde) 
vaikuttaa Kp,uu -arvoon. Efluksin heiketessä, eli Kt/Jmax -suhteen kasvaessa, saturoi-
tumisella ei ole enää yhtä suurta vaikutusta. Hyvin heikolla efluksilla (Kt/Jmax -suhde = 
100) käytetyllä efluksin kapasiteetilla (Jmax/Css -suhteella) ei ole käytännössä enää 
mitään vaikutusta, paitsi jos efluksi on saturoitunut (kuva 12C). Jos tutkittaisiin yhdis-
tettä, jonka transportterin Kt/Jmax -suhde olisi yksi, voitaisiin kuvan 12A avulla arvioida 
miten jakautuminen verenkierron ja aivojen välillä muuttuu, jos pitoisuus alussa 
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(Jmax/Css = 0,001 ml/min) kasvaisi satakertaiseksi (Jmax/Css =  0,1 ml/min) tai kymmen-
tuhatkertaiseksi (Jmax/Css = 10 ml/min). 
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Kuva 12. Permeabiliteetin (Ppass *10-6 cm/s) vaikutus Kp,uu -arvoihin efluksin eri tehok-
kuus- eli Kt/Jmax -suhteilla A (1 min/ml), B (10 min/ml), C (100 min/ml). Efluksi on sitä 
tehokkaampi, mitä pienempi Kt/Jmax –suhde on.  
  Simulaatio 1; Jmax/Css = 0,001 ml/min   Simulaatio 2; Jmax/Css = 0,1 ml/min. 
  Simulaatio 3; Jmax/Css = 10 ml/min. 
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5 POHDINTA 
 
5.1 Kirjallisuusaineisto 
 
Tässä työssä kerättiin laaja joukko in vitro ja in vivo -menetelmillä määritettyjä veri-aiv-
oesteen permeabiliteettikertoimia (Papp *10-6 cm/s) yhdisteille. Yhdisteille kerättiin 
myös niiden fysikokemiallisten parametrien arvot. Yksittäisiä fysikokemiallisia 
parametrien ja eri menetelmillä määritettyjen permeabiliteettikertoimien välille 
määriteltiin korrelaatiokertoimet. Korrelaatiokertoimet olivat alhaiset (R2 < 0,8), mikä 
on havaittu yksittäisen parametrin osalta aiemminkin (Josserand ym. 2006). Paras 
korrelaatio saatiin naudan primäärisolumallilla mitatun permeabiliteettikertoimen ja 
yhdisteiden PSA -arvon välille (R2 = 0,8). PSA arvon vaihteluväli yhdistejoukossa (n = 
15) oli 23,6 - 210,5, mikä on laaja, kun koko kerätyssä kirjallisuusaineistossa PSA:n 
vaihteluväli oli 3,2 - 210,5. 
 
Kerätyn yhdistejoukon osalta ei havaittu korrelaatiota eri menetelmien välillä. Rotan in 
situ aivojen perfuusiolla ja MDR1-MDCKII -solumallilla mitattujen permeabiliteettien 
välillä korrelaatiosuoran R2 oli vain 0,02 (n = 56). Aiemmin samojen menetelmien 
välillä on osoitettu hyvä korrelaatio (R2=0,82) (Summerfield ym. 2007). Tosin 
tutkimuksessa korrelaatio oli määritetty vain hydrofiilisten aineiden osalta (clogP < 2 ja 
n=16) (Summerfield ym. 2007). Tässä työssä määritellylle yhdistejoukolle logP:n 
vaihteluväli oli -0,08 - 5,9. 
 
Tässä työssä ei määritetty muiden kuin MDCKII-MDR1 -solulinjan ja in situ rotan 
aivojen perfuusion avulla määritettyjen permeabiliteettikertoimien välille korrelaatio-
kerroin. Sen sijaan muut tutkimusryhmät ovat tehneet muitakin korrelaatiomäärityksiä 
(katso tarkemmin kohta 1.2.1 In vitro menetelmät). Korrelaation saavuttaminen on 
vaikeaa, sillä in vitro -solumalleista puuttuu fysiologiset olosuhteet, kuten verenvirtaus, 
proteiineihin sitoutuminen, jakautuminen aivokudokseen, metabolia aivoissa ja 
puhdistuma selkäydinnesteeseen. In vitro -tilanteessa kuljetinproteiinien ilmentyminen 
ja toiminta ovat häiriintyneet. Lisäksi tiiviiden liitosten muodostuminen on in vitro -
tilanteessa heikompaa, jolloin transendoteelinen kulkeutuminen korostuu. 
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5.2 Mikrodialyysimalli 
 
Mikrodialyysimalli rakennettiin mahdollisimman yksinkertaiseksi, kuvaamaan 
yhdisteen kulkeutumista verenkierrosta aivoihin ja sieltä pois. Mikrodialyysimalli on 
samantapainen kuin minkä Hammarlund ryhmineen (1997) on esitellyt. Tässä työssä 
rakennettu mikrodialyysimalli on kuitenkin tehty eri lähtökohdista, tavoitteena mallin 
hyödynnettävyys in vivo mallinnusta varten, kun taas Hammarlund ryhmineen (1997) 
teki mallin teoreettisiin simulaatiotarkoituksiin. Tässä työssä rakennettu mikro-
dialyysimalli on myös yksinkertaisempi, sillä tässä ei ole mukana Michaelis-Mentenin 
kinetiikkaa. Täysin samanlaista mallia ei ole esitetty aiemmin. 
 
Mikrodialyysimalli testattiin käyttämällä viittä yhdistettä mallina. Yhdisteille oli määri-
tetty kineettiset arvot rotalla tehdyillä mikrodialyysitutkimuksilla. Yhdistejoukko oli 
pieni, mutta fysikokemiallisilta ominaisuuksiltaan sekä veri-aivoesteen permeaation 
osalta monipuolinen (katso tarkemmin kohta 3.4.1 Mikrodialyysimenetelmällä mitattu 
aineisto rotalla). Simulaatioissa käytettiin samoja pitoisuuksia ja annostuksia, kuin alku-
peräisjulkaisuissa. 
 
Simulaatioista saadut pitoisuuskuvaajat vastasivat suhteellisen hyvin julkaisuissa in vivo 
mitattuja pitoisuuksia. Eniten eroavaisuuksia ilmeni eliminaatiovaiheissa. Eliminaatio-
vaiheen erot voivat johtua siitä, että systeemikinetiikka oli tutkittu eri tutkimuksessa, 
kuin aivoihin liittyvä kinetiikka, paitsi oksikodonin osalta, jolle kaikki parametrit saatiin 
samasta tutkimuksesta (katso tarkemmin taulukko 3). Toinen virheen aiheuttava tekijä 
oli rotan fysiologiset parametrit, jotka olivat samat kaikissa simulaatioissa. Parametrien 
lähdeartikkeleissa rotan kehon ja aivojen paino saattoi kuitenkin olla eri. 
 
Virhe saattoi johtua myös yhdisteen jakautumiseen liittyvistä tiloista. Mikro-
dialyysimallissa ei ole määritelty tilaa eikä nopeutta yhdisteen jakautumiselle aivo-
kudokseen.  Kuten kohdassa 1.1 (Yhdisteen farmakokinetiikka veri-aivoesteessä ja 
aivoissa) kerrottiin, voi yhdisteen voimakas jakautuminen aivokudokseen olla nopeutta 
rajoittava tekijä, ja täten vaikuttaa simulaation tulokseen eliminaatiovaiheessa.  
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Eliminaatiovaiheeseen vaikuttaa myös aktiiviset kuljetinproteiinit. Mikrodialyysi-
mallissa ei ole mukana kuljetinproteiineille tyypillistä Mihaelis-Mentenin kinetiikkaa, 
joten se ei huomioi konsentraatiosta riippuvaa aktiivisten mekanismien saturoitumista.    
 
Kuljetinproteiinien saturoituminen ja inhibitio on merkittäviä osa-alueita, jos halutaan 
tutkia farmakokineettisen mallin avulla esimerkiksi interaktioita. Mikrodialyysimallin 
kehittämiseksi, Michaelis-Mentenin kinetiikan lisäämisen lisäksi, voitaisiin huomioida 
se, ettei vapaan yhdisteen pitoisuus ole koko aivojen kapillaarien pinta-alalla sama. 
Vapaan yhdisteen pitoisuus luminaalisella membraanilla eroaa aivojen kapillaarin alku-
päässä verrattuna kapillaarin loppuosaan. Jakautumisvaiheessa pitoisuus kapillaarien 
alkupäässä on suurempi kuin loppuosassa. Eliminaatiovaiheessa tilanne on tietysti päin-
vastainen. Ainoastaan vakaassa tilassa pitoisuus on sama koko kapillaarin pituudelta.  
 
 
5.3 Efluksimalli 
 
Efluksimallin pohjana käytettiin Syväsen ryhmineen (2006) julkaisemaa teoreettista 
mallia (Syväsen malli). Efluksimalli eroaa Syväsen mallista siten, että efluksimallissa 
yhdisteen passiivinen permeaatio määritellään permeabiliteettikertoimen avulla, ei 
puhdistumana, kuten Syväsen mallissa. Lisäksi efluksimallissa on vain yksi aktiivinen 
efluksi, kun Syväsen mallissa aktiivisia kuljetinproteiineja on kolme. 
 
Teoreettisiin simulointeihin tutkittavaksi parametriksi valittiin Kp,uu, joka ei ollut 
lainkaan mukana Syväsen mallissa. Syvänen tutkimusryhmineen (2006) tarkasteli 
omissa simulaatioissaan aivoissa olevia pitoisuuksia puoliintumisajan näkökulmasta. 
Tässä työssä teoreettisten simulaatioiden lähtökohta oli täysin eri.  Efluksimallin avulla 
tarkasteltiin vakaata tilaa ja siihen liittyvää yhdisteen pitoisuuksien suhdetta 
verenkierron ja aivojen välillä. Muita vastaavia malleja ei ole julkaistu. 
 
Määritellyt vaihteluvälit Jmax/Css::n Kt/Jmax:n ja Ppass:n suhteen eroavat Syväsen 
tutkimusryhmineen (2006) tekemiin simulaatioihin (taulukko 13). Merkittävimpänä 
erona on se, että efluksimallin simulaatioissa tutkittiin Michaelis-Mentenin kinetiikan 
suhteen koko aluetta. Syvänen ym. (2006) käytti ainoastaan arvoja Michaelis-Mentenin 
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kinetiikan lineaarisella alueella, jossa Css on paljon Kt -arvoa pienempi, eivätkä 
aktiiviset kuljettimet saturoituneet. 
 
Taulukko 13. Efluksimalli simulaatioissa käytetyt vaihteluvälit verrattuna Syvänen ym. 
(2006) tekemiin simulaatioihin. 
 
Varioitava parametri Vaihteluväli Syvänen ym. 2006 Yksikkö 
Jmax/Css 0,001; 0,1 ja10 0,045 ja 0,09 ml/min 
Ppass 0,5 - 100 0,05-50 *10-6 cm/s 
Kt/Jmax 1 - 100 180 ja 360 min/ml 
Css/Kt 0,001-1000 0,031-0,123  
 
 
Efluksimallissa ei tutkittu yhtä pieniä permeabiliteetteja kuin Syvänen ryhmineen 
(2006). Heillä pienin permeabiliteettikerroin oli 0,05 *10-6 cm/s. Efluksimallin osalta 
todettiin, että permeabiliteettikertoimilla, jotka olivat alle 0,5*10-6 cm/s, tasapaino 
saavutetaan niin hitaasti, ettei simulaation tulos olisi ollut luotettava, lisäksi valitulla 
alueella permeabiliteetin vaikutus saavutettuun Kp,uu -arvoon havaittiin riittävissä 
määrin (Kp,uu -arvon vaihteluväli simulaatioissa 0,02 - 0,99). Permeabiliteettikertoimen 
yläraja (100*10-6 cm/s) ei vastaa todellista permeabiliteettialueen ylärajaa, mutta se oli 
kuitenkin tulosten kannalta riittävän korkea. Ylärajalla Kp,uu oli jo lähellä yhtä, joten 
suurempien permeabiliteettien tutkiminen ei olisi ollut mielekästä. 
 
Efluksimallista puuttuu aivojen sisäinen kinetiikka; yhdisteen permeaatio aivokudoksen 
soluihin ja sitoutuminen kudoksen proteiineihin, sekä eliminaatio selkäydinnesteeseen. 
Mallin käytettävyyden kannalta on osa-alueen poisjättö perusteltua. Aivojen sisäisen 
kinetiikan lisääminen toisi malleihin lisää osamuuttujia ja epävarmuus tekijöitä. Tässä 
työssä se ei myöskään ollut tarpeellista, sillä teoreettisissa simulaatioissa tutkittiin tilan-
netta vakaassa tilassa, jossa aineen siirtymänopeudella esim. aivokudokseen ei ole väliä. 
Aivokudokseen liittyvää kinetiikkaa ei ole myöskään tutkittu riittävästi, jotta tarpeellisia 
kineettisiä parametreja voitaisiin mallintaa todenmukaisesti. 
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Mikäli haluttaisiin tutkia vakaan tilan saavuttamisnopeutta, joka on merkittävä osa-alue 
lääkehoidon kannalta, olisi aivokudokseen lisättävä tilana malliin. Tällöin tehtyjen 
teoreettisten simulaatioiden kaltaisen tutkimuksen avulla voidaan tutkia samojen para-
metrien vaikutusta esimerkiksi moni-annoshoidossa. Tällainen simulaatio toisi esiin, 
kuinka heikosti permeoituvat ja aivokudokseen suurissa määrin jakautuvat yhdisteet 
saavuttavat vakaan tilan aivoissa hyvin hitaasti, jolloin pitoisuus on pitkän aikaa tavoi-
tellun terapeuttisen alueen alapuolella. Mielenkiintoinen tutkimusaihe voisi olla myös 
tilanteen tarkastelu kerta-annoksen osalta. Yhdisteiden, joita käytetään kerta-annoksena 
esimerkiksi migreenin ja unettomuuden hoitoon, toivotaan saavuttavan vaikutus-
paikkansa mahdollisimman nopeasti. Efluksimalliin voidaan myös lisätä aktiivisia 
influksi- tai efluksitransporttereita, joiden avulla voitaisiin mallintaa esimerkiksi 
toisiaan täydentävien aktiivisten mekanismien merkitystä lääkehoidolle interaktio-
tilanteessa. 
 
Kuten tässä työssä on tehty, teoreettisten simulaatioiden avulla voidaan simuloida ja 
tutkia eri parametrien vaikutusta kokonaisuuteen (esimerkiksi yhdisteen kulkeutumiseen 
verenkierrosta aivoihin) tai eri parametrien vaikutusta toisiinsa (esimerkiksi milloin 
yhdisteen metabolia aivoissa on veri-aivoesteen efluksimekanismeja merkittävämpi 
tekijä yhdisteen pitoisuudelle aivoissa). 
 
 
5.4 Mikrodialyysi- ja efluksimallin parametrien tutkiminen in vitro -menetelmillä 
 
Mikrodialyysi- ja efluksimallin merkittävin parametri on permeaatio veri-aivoesteen 
läpi. Mikrodialyysimallissa parametrina on puhdistuma (CLin ja CLout), joka sisältää 
myös aktiivisten mekanismien vaikutuksen, kun taas efluksimallissa passiivinen 
permeaatio (Ppass) ja aktiiviset mekanismit on eroteltu. 
 
Aivojen kinetiikan osalta CLin ja CLout voitaisiin korvata solumallilla kaksisuuntaisilla 
permeaatiokokeilla määritetyillä permeabiliteettikertoimilla ottamalla huomioon aivojen 
endoteelisolujen pinta-ala. Vielä ei kuitenkaan ole esitelty in vitro -solumallia, joka 
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luotettavasti kuvaisi in vivo havaittua permeaatiota yhdisteestä riippumatta (katso 
tarkemmin, kohta 1.2.1 In vitro -menetelmät). 
 
Efluksimallin osalta pitäisi erottaa passiivinen ja aktiivinen kulkeutuminen veri-aivo-
esteen läpi. Kirjallisuudessa ei ole vielä esitelty solumallia, jolla voitaisiin määrittää 
passiivista veri-aivoesteen permeaatiota. Aktiivisia mekanismeja varten tarvittaisiin 
yhdisteelle tarkat Michaelis-Mentenin kinetikaan parametrien arvot (Jmax ja Kt). 
Yhdiste- ja transportterikohtaisten (P-gp, BCRP, MRP) arvojen julkaisu on vasta 
tulevaisuutta. Jmax -arvot esitetään kirjallisuudessa tällä hetkellä suhteena proteiini-
määrään (esimerkiksi pmol/min/mg proteiinia), eikä proteiinimääriä ei ole julkaistu 
kvantitatiivisesti.  Kirjallisuudessa on esitetty ainoastaan suhdelukuja proteiinien 
määrille eri solumallien välillä (Shirasaka ym. 2009). Jmax ja Kt -arvojen käytettävyyden 
kannalta olisi tärkeää, että tutkimukset tehtäisiin kyseisen kudoksen kuljetin-
proteiineilla. Tällä hetkellä Jmax ja Kt -arvot on hyönteissoluissa ja muissa trans-
fektoiduissa solulinjoissa, jotka eivät edusta fysiologista kudosta, tässä tapauksessa veri-
aivoestettä. 
 
Molemmissa malleissa oleva Vu,brain -arvo voidaan määrittää in vitro aivoleike metodin 
avulla (Friden ym. 2007, Friden ym. 2009). Fridén tutkimusryhmineen (2009) on 
kehittänyt aivoleikkeitä hyödyntävän HTS (high through-put -screening) -metodin 
yhdisteen jakautumistilavuuden tutkimiseen (Friden ym. 2009). Metodilla saadaan 
suhteellisen tarkka arvio vapaan yhdisteen jakautumistilavuudelle rotan aivokudoksen 
solunulkoisessa nesteessä. Optimoitu koetilanne suoritetaan yhden päivän aikana ja 
materiaalina käytetään yhden rotan aivoista tehtyjä kuutta aivoleikettä. Vu,aivot 
määritellään yhtälön 11 mukaisesti, jossa Aleike on yhdisteen määrä grammaa leikettä 
kohden, Cpuskuri on yhdisteen pitoisuus puskurissa ja Vi on puskurikerroksen tilavuus 
leikkeen ympärillä mittauksen yhteydessä (0,094 ml/g leike). 
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A
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,
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Kehitetyt mallit, mikrodialyysimalli ja efluksimalli, vastaavat lähtökohtaisesti erilaisiin 
tarpeisiin ja malleja voitaisiin hyödyntää myös yhdessä. Jos käytössä olisi yhdisteelle in 
vitro määritetty passiivinen permeabiliteettikerroin, aktiivisiin kuljetusmekanismeihin 
liittyvät Michaelis-Mentenin kinetiikan arvot, sekä arvio tavoitekonsentraatiosta 
aivoissa, voitaisiin efluksimallin avulla määrittää Kp,uu -suhde. Kp,uu:n avulla voitaisiin 
edelleen arvioida aivoihin kulkeutumisen parametrit CLin ja CLout, joita voitaisiin 
hyödyntää mikrodialyysimallissa. Mikäli tiedossa olisi myös systeemikinetiikan para-
metrien arvoja, mikrodialyysimallilla saataisiin helposti arvio tilanteelle rotassa in vivo. 
 
6 YHTEENVETO 
 
Esitetyn tutkimuksen perusteella tietokonepohjaiset tilamallit ovat käyttökelpoisia apu-
välineitä, kun halutaan tutkia ja simuloida yhdisteiden kulkeutumista verenkierron ja 
aivojen välillä teoreettisesti. 
 
Mikrodialyysimallilla simuloitiin viiden yhdisteen pitoisuuksia rotassa in vivo määri-
tettyjen parametrien perusteella. Mallilla ei saatu täsmällisiä in vivo -tilannetta vastaavia 
pitoisuuskuvaajia johtuen mallin yksinkertaistuksista. Parempien korrelaatioiden saami-
seksi mikrodialyysimalliin tulisi lisätä aivokudostila ja kuljetinproteiinien kinetiikka. 
 
Efluksimallilla tarkasteltiin teoreettisesti permeaation ja efluksin vaikutusta yhdisteen 
jakautumiseen verenkierron ja aivojen välillä. Tulokset noudattivat Michaelis-Mentenin 
kinetiikkaa. Efluksimalli sopii hyvin teoreettisten simulaatioiden tekemiseen ja malliin 
voidaan lisätä aktiivisia kuljettimia haluttu määrä. 
 
Tarkkoja in vivo tilanteen simulaatioita ei farmakokineettisen tilamallin ja in vitro 
määritettyjen parametrien avulla voida tehdä. In vitro -menetelmillä ei saada arvioitua 
farmakokineettisten parametrien arvoja tarkasti verrattuna in vivo -menetelmillä määri-
tettyihin arvoihin. Samoin kuljetinproteiinien kinetiikan; affiniteetin ja kuljetuskapasi-
teetin osalta, tarvitaan lisää kudos- ja yhdistekohtaista tutkimusta. Eri kuljetinproteiinien 
ilmentyminen veri-aivoesteessä tulisi julkaista kvantitatiivisesti. 
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LIITE 1. 
Lääkeaineiden fysikokemialliset arvot ja permeabiliteettiarvot eri menetelmillä mitattuina. 
 
        Permeabiliteetti Papp (*10-6 cm/s) 
 MW pKa ( r) 
ACD 
LogP 
ACD 
LogD 
(pH 7,4) PSA HBA HBD 
Mikrodialyysi 
rotta 
In situ, 
rotta 
In vitro, 
rotta 
In vitro, 
nauta 
In vitro, 
MDR1-
MCKII 
Amantadiini 151,3 10,8 2,442 -0,467 26 1 1   12,9 q     7,1 q
Amitriptyliini 277,4 9,179 4,41 2,645 3,2 1 0   357,1 q     9,8 q
Amoksapiini 313,8 8,616 2,93 1,786 36,9 4 1   297,6 q     14,8 q
Antipyriini 188,2 0,65 0,441 0,441 23,6 2 0   45,4 s 222,51 j 179,2 v 19,35 s
Atenololi 266,3 13,881 0,335 -1,756 84,6 4 3     2,49 j   0,13 s
Atomoksetiini 255,4 10,154 3,359 0,767 21,3 2 1 1,700 l 214,3 q     15,7 q
Baklofeeni 213,700 4,045 0,781 -1,719 63,3 3 2 0,262 h         
Buproprioni 239,7 7,158 2,323 2,127 29,1 2 1   168,8 q     47,5 q
Desipramine 266,4 10,4 3,972 1,268 15,3 2 1   169,2 s     5,56 s
Diatsepaami 284,7 3,55 2,801 2,801 32,7 2 0   219,2 q   227,7 v 46,4 q
Digoksiini 780,9 13,502 1,14 1,14 203,1 14 6   1,7 s 0,44 j 3 u 0,28 s
Doksepiini 279,4 9,37 3,86 2,06 12,5 2 0   243,6 q     16,3 q
Donepetsiili 379,5 8,836 3,913 2,471 38,8 4 0   175,7 q     33,8 q
Doxylamine 270,4 8,677 2,337 1,078 25,4 3 0   21,9 s     3,39 s
Epinastiini 249,3 11,977 3,51 1,545 41,6 3 1     1,87 j     
Ethosuksimidi 141,2 9,702 0,251 0,249 46,2 2 1   22,2 q     9,7 q
Feneltsiini 136,2 8,015 0,304 -0,512 38 2 2   14 q     54,7 q
Fenytoiini 252,3 8,278 1,421 1,384 58,2 2 2   54,1 q 326,73 j 106,7 v 27,2 q
Flufenatsiini 437,5 7,386 3,916 3,576 55,3 5 1   82 q     3,5 q
Fluoksetiini 309,3 10,2 3,93 1,409 21,3 2 1   299,8 q     6,4 q
Gabapentiini 171,200 4,725 1,083 -1,418 63,3 3 2 7,000 g 18,1 q     0,4 q
Guanfacine 246,100 5,293 1,525 1,521 81,5 4 2         5,04 s
Haloperidoli 375,9 9,02 3,757 2,931 40,5 2 1   186,4 q     28,6 q
Hydrokortisoni 362,46  1,79 1,52        5,67 j 29,7 v   
Indometasiini 357,8 3,961 4,251 0,984 68,5 4 1         13,67 s
Karbamatsepiini 236,3 13,944 1,895 1,895 46,3 1 1   106,6 q 198,53 j 65 u 30,9 q
Kefuroksiimi 424,4 2,587 0,26 -3,483 199,1 9 3         0,1 s
Ketiapiini 383,5 6,741 2,6 2,509 73,6 6 1   236,9 q     33 q
Kinidiini 324,417 4,2 3,44 1,72 45,59     2,4 s 7,54 j   0,34 s
Klonidiini 230,1 8,101 2,362 1,604 36,4 3 2         15,87 s
Klorpromatsiini 318,9 9,408 5,182 3,241 31,8 3 0   290 q     7,4 q
Klotsapiini 326,8 7,331 3,939 3,529 30,9 4 1   251,2 q     28,3 q
Kofeiini 194,19 10,4 -0,08 -0,08 58,4 3 0 2,150 k 183 s 496,67 j 229,7 u 20,19 s
Lamotrigiini 256,1 5,19 1,244 1,24 90,7 5 2   14 q     19,9 q
Linkomysiini 406,5 12,908 0,717 -0,358 147,8 8 5   1,3 s     0,1 s
Loksapiini 327,8 7,321 2,406 2,225 28,1 4 0   190,2 q     18,2 q
M3G 461,500 2,77 -1,557 -4,109 149,2 10 5 0,018 f         
M6G 461,500 2,79 0,685 -1,93 149,2 10 5 0,185 d         
Maprotiliini 277,4 10,6 4,364 1,509 12 1 1   222,2 q     5,9 q
Meprobamaatti 218,3 13,086 0,7 0,7 104,6 4 2   5,4 q     9,3 q
Mesoridatsiini 386,6 9,61 3,156 0,756 68,1 4 0   93 q     14,9 q
Metoklopramidi 299,8 9,59 2,161 0,299 67,6 4 2   13,9 q     16,8 q
Metotreksaatti 454,4 3,474 -0,446 -5,101 210,5 12 5       4,33 u 0,11 s
Midatsolaami 325,8 5,44 3,798 3,783 30,2 2 0   303 q     36,8 q
Mirtatsapiini 265,4 8,097 0,888 0,282 19,4 3 0   212,5 q     32,4 q
Morfiini 285,300 9,48 0,872 0,043 52,9 4 2 1,900 c     16,0 t   
Oksikodoni 315,400 13,126 1,588 1,126 59 5 1 318,33 e         
Olantsapiini 312,4 7,783 3,076 2,348 59,1 4 1   253,3 q     15,7 q
        Permeabiliteetti Papp (*10-6 cm/s) 
 MW pKa ( r) 
ACD 
LogP 
ACD 
LogD 
(pH 7,4) PSA HBA HBD 
Mikrodialyysi 
rotta 
In situ, 
rotta 
In vitro, 
rotta 
In vitro, 
nauta 
In vitro, 
MDR1-
MCKII 
Pemolini 176,2 0,267 0,425 0,425 64,7 4 1   2,3 q     4,6 q
Perfenatsiini 404 7,39 3,942 3,601 55,3 5 1   261,8 q     1,8 q
Pergolidi 314,5 8,78 3,899 2,495 44,3 2 1   382,3 q     25,1 q
Pratsosiini 383,4 6,524 2,139 2,085 107 7 1     22,91 j     
Probenesidi 285,4 3,69 2,514 -0,531 83,1 4 1   1,222 o       
Ranitidiini 314,4 8,36 -0,068 -1,071 111,6 6 2         0,16 s
Risperidoni 410,5 8,072 2,678 1,886 61,9 4 0   94,4 q     30 q
Ritsatriptaani 269,3 9,489 1,204 -0,728 49,7 3 1   1,2 q     1 q
Selegiliini 187,3 7,69 2,682 2,31 3,2 1 0   213,6 q     48,6 q
Simetidiini 252,3 7,119 0,561 0,243 114,2 6 3     2,99 j   0,396 x
Sitalopraami 324,4 9,7 3,475 1,353 36,3 3 0   49 q     18,1 q
Sukroosi 342,3 12,814 -4,492 -4,492 189,5 11 8 0,077 z 0,053 y   5,33 u   
Sulpiridi 341,4 9,984 0,776 -1,075 110,1 5 2     4,39 j     
Takriini 198,3 10 2,561 0,507 38,9 2 1   60,6 q     28,4 q
Tematsepaami 300,7 11,664 2,188 2,188 52,9 3 1   222,2 q     42,1 q
Thiothiksini 443,6 7,624 3,72 3,199 77,5 5 0   312,1 q     3,4 q
Tiagabiini 375,6 3,864 4,033 1,532 97 3 1   22,7 q     17,1 q
Tioridatsini 370,6 8,9 5,9 3,495 57,1 4 0   222,3 q     1,4 q
Tratsodoni 371,9 6,73 2,756 2,582 42,4 4 0   182,7 q 333,61 j   37,7 q
Trifluoroperatsii
ni 407,5 7,655 4,62 4,016 35 4 0   80,4 q     0,7 q
Tryptofaani 204,2 2,301 0,704 -1,797 79,1 3 3 0,040 k     30 k   
Tsaleploni 305,3  1,403 1,403 74,3 4 0   35,9 q     37,5 q
Tsiprasidoni 412,9 13,344 2,973 2,292 76,7 4 1   110,9 q     11,7 q
Tsolpideemi 307,4 6,02 3,089 3,029 37,6 2 0     147,36 j   69,4 x
Venlafaksiini 277,4 9,9 2,475 0,757 32,7 3 1   64,9 q     11,7 q
Verapamiili 454,6 8,97 4,024 2,455 64 6 0     23,51 j   41,5 x
Vinblastiini 810,974  4,22 2 154,1       3,2 j 22 u 0,4 s
Vinkrisiitini 824,958 5 3,36 0,61 171,2       6,32 j 8 v   
Furosemidi 330,7 3,038 2,304 -0,823 131 5 3         0,028 s
Sertraliini 306,2 9,472 5,079 3,042 12 1 0   488 q     2,1 q
Mannitoli 182,2 13,135 -3,262 -3,262 121,4 6 6 0,004 k     16,6 k   
Propranololi 259,3 9,64 2,9 0,785 41,5 3 2     1987,16 j 294,3 v   
Sumatriptaani 295,4 9,68 0,436 -1,445 73,6 3 2   0,1 q     0,4 q
Hydroksytsiini 374,9 7,75 2,03 2 35,9 4 1     1174,04 j     
        Permeabiliteetti Papp (*10-6 cm/s) 
 MW pKa ( r) 
ACD 
LogP 
ACD 
LogD 
(pH 7,4) PSA HBA HBD 
Mikrodialyysi 
rotta 
In situ, 
rotta 
In vitro, 
rotta 
In vitro, 
nauta 
In vitro, 
MDR1-
MCKII 
Pienin 136,2 0,267 -4,492 -5,101 3,2 1 0 0,004  0,053  0,44  3  0,028  
Suurin 824,958 13,944 5,9 4,016 210,5 14 8 318,3  488  1987,16  294,3  69,4  
Mediaani 308,35 8,36 2,424 1,3685 55,3 4 1 0,26  108,75  22,91  29,7  14,235  
n 82 79 82 82 81 78 78 11  56  19  15  66  
Lähteet : a (Bickel ym. 1996), b (Wu ym. 1997), c (Tunblad ym. 2003), d (Tunblad ym. 2005), e (Bostrom ym. 2006), f (Xie ym. 2000), g (Wang & 
Welty 1996), h (Deguchi ym. 1995), i (Radulovic ym. 1995), j (Nakagawa ym. 2009), k (Hansen ym. 2002), l (Kielbasa ym. 2009), m (Yang ym. 
1996), n (Wang ym. 1995), o (Deguchi ym. 1997), p (Mano ym. 2002), q (Summerfield ym. 2007) r (Wan ym. 2009), s (Wang ym. 2005), t (Letrent 
ym. 1999), u (Culot ym. 2008), v (Lundquist ym. 2002), x (Mahar Doan ym. 2002), y (Abbruscato ym. 1996), z (Groothuis ym. 1998) 
 
 
 
 
 
 
LIITE 2.  
Mikrodialyysimallin Stella® 9.1.0 -ohjelman kuva ja siihen liittyvät yhtälöt 
 
 
 
Plasma Aivot
FLUX in
W
Cp
Vd
fu
Eliminaatio
Cu p
Infuusio FLUX out
CLin
CLout
W br
Cu br
CL
Vd br
 
 
 
Aivot(t) = Aivot(t - dt) + (FLUX_in - FLUX_out) * dt 
Plasma(t) = Plasma(t - dt) + (Infuusio + FLUX_out - Eliminaatio - FLUX_in) * dt 
 
Eliminaatio = Cp*CL 
FLUX_in = fu*Cp*CLin*W_br 
FLUX_out = Cu_br*CLout*W_br 
Cp = Plasma/Vd 
Cu_br = Aivot/Vd_br 
Cu_p = Cp*fu 
LIITE 3.  
Testaukseen käytetty efluksimalli ja siihen liittyvät yhtälöt 
 
Plasma
EC
Brain
PASS2
PASS1
PASS3
EFFLUX2
EFFLUX3PASS4
Inf usion Elimination
CL
VdCu p
Cu ec
Jmax2
Jmax3
Kt2
Kt3
Kpuu
W br
CLpass
Cu br
VecCu ec
Vd br
Cu br
W br
 
 
 
 
 
 
Yhtälöt 
 
Brain(t) = Brain(t - dt) + (PASS3 - EFFLUX3 - PASS4) * dt 
EC(t) = EC(t - dt) + (PASS1 + EFFLUX3 + PASS4 - PASS3 - EFFLUX2 - PASS2) * dt 
Plasma(t) = Plasma(t - dt) + (Infusion + PASS2 + EFFLUX2 - PASS1 - Elimination) * dt 
 
 
PASS1 = ((Cu_p-Cu_ec)*CLpass) 
PASS2 = IF(Cu_ec>Cu_p) THEN (CLpass*(Cu_ec-Cu_p)) ELSE 0 
PASS3 = IF (Cu_ec>Cu_br) THEN (CLpass*(Cu_ec-Cu_br)) ELSE 0 
PASS4 = IF (Cu_br>Cu_ec) THEN (CLpass*(Cu_br-Cu_ec)) ELSE 0 
 
EFFLUX2 = (Jmax2*W_br*Cu_ec)/(Kt2+Cu_ec) 
EFFLUX3 = (Cu_br*Jmax3*W_br)/(Kt3+Cu_br) 
 
Elimination = Cu_p*CL 
 
Cu_br = Brain/Vd_br 
Cu_ec = EC/Vec 
Cu_p = Plasma/Vd 
Kpuu = Cu_br/Cu_p 
LIITE 4.  
Teoreettisiin simulaatioihin käytetty efluksimalli ja siihen liittyvät yhtälöt 
 
 
 
Plasma
EC
Brain
Ppass
PASS2
PASS1
PASS3
EFFLUX
PASS4
Inf usion Elimination CL
VdCu p
A bbb
Cu ec
Jmax
Kt
Kpuu
PA
Cu br
Vec
Cu ec
Vu br
Cu br
W br
 
 
 
 
Yhtälöt 
 
Brain(t) = Brain(t - dt) + (PASS3 - PASS4) * dt 
EC(t) = EC(t - dt) + (PASS1 + PASS4 - PASS3 - EFFLUX - PASS2) * dt 
Plasma(t) = Plasma(t - dt) + (Infusion + PASS2 + EFFLUX - PASS1 - Elimination) * dt 
 
 
PASS1 = IF (Cu_p>Cu_ec) THEN ((Cu_p-Cu_ec)*PA*2) ELSE 0 
PASS2 = IF (Cu_ec>Cu_p) THEN (PA*2*(Cu_ec-Cu_p)) ELSE 0 
PASS3 = IF (Cu_ec>Cu_br) THEN (PA*2*(Cu_ec-Cu_br)) ELSE 0 
PASS4 = IF (Cu_br>Cu_ec) THEN (PA*2*(Cu_br-Cu_ec)) ELSE 0 
 
 
EFFLUX = (Jmax*Cu_ec)/(Kt+Cu_ec) 
 
Elimination = Cu_p*CL 
 
Cu_br = Brain/Vu_br 
Cu_ec = EC/Vec 
Cu_p = Plasma/Vd 
Kpuu = Cu_br/Cu_p 
PA = A_bbb*Ppass*10^(-6)*60 
LIITE 5.  
Teoreettisten simulaatioiden lähtöpitoisuudet aivoissa, kun Jmax/Css = 0,001 
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 343694 353700 361207 367050 370000 372900 374350 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 2
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 343735 353728 361225 367050 370000 372900 374350 376000
Time 30 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/1092 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 3
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 343769 353755 361243 367050 370000 372900 374350 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 4
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 343807 353780 361260 367050 370000 372900 374350 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 5
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 343846 353807 361280 367100 370000 372900 374400 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 7,5
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 343940 353873 361330 367100 370050 372900 374400 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 10
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 344034 353939 361370 367150 370050 372900 374400 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 15
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 344221 354067 361460 367200 370100 372900 374400 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 20
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 344406 354195 361545 367250 370150 373000 374400 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 30
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 344770 354450 361720 367400 370200 373100 374500 136000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 40
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 345125 354699 361890 367500 370300 373100 374500 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 50
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 345472 354939 362060 367600 370400 373200 374600 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 60
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 345811 355174 362220 367700 370500 373200 374600 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 80
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 346468 355632 362540 367900 370600 373400 374600 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092
Kt/Jmax 100
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-100
Initial aivot 347097 356078 362840 368120 370800 373400 374700 376000
Time 40 40 35 35 30 30 30 30
Dt 1/819 1/819 1/935 1/936 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092  
LIITE 6.  
Teoreettisten simulaatioiden lähtöpitoisuudet aivoissa Jmax/Css = 0,1 
 
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 45 65,8 101 169,5 255 400 800 1600 2400 3200 3500
Time 30 30 30 30 60 60 60 50 40 25 18
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/545 1/540 1/540 1/650 1/800 1/1300 1/2110
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 89,13 129.29 194,85 319 462 790 1150 2000 2800 3200 3500
Time 30 30 30 60 60 60 60 50 40 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/540 1/545 1/540 1/540 1/650 1/800 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 132 190 283 452 639 1000 1380 2100 2700 3300 3500
Time 60 60 60 60 60 55 50 45 35 25 20
Dt 1/540 1/540 1/540 1/540 1/545 1/590 1/655 1/700 1/1000 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 174 249 366,6 573,5 787 1202 1565 2200 2800 3300 3500
Time 60 60 60 60 60 55 55 45 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/700 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 214,5 305 445 684 920 1352 1707 2200 2800 3350 3600
Time 60 60 60 60 60 55 55 45 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/700 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 311 438 324 921 1192 1644 1984 2600 3000 3400 3600
Time 60 60 60 60 55 55 55 45 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/700 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 404 559 782 1119 1408 1861 2184 2700 3000 3400 3600
Time 60 60 60 60 55 55 55 55 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/590 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8-15 20-35 40-100
Initial aivot 572 775 1050 1432 1735 2170 2462 2820 3100 3500 3650
Time 60 60 60 60 55 55 45 45 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/594 1/592 1/720 1/720 1/900 1/1310 1/1610
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 724 962 1268 1672 1974 2386 2650 3000 3300 3600 3700
Time 60 60 60 60 55 55 55 55 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/590 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 985 1268 1609 2020 2306 2673 2892 3200 3400 3600 3700
Time 60 60 60 60 55 55 55 55 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/590 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 1203 1512 1864 2265 2531 2858 3052 3300 3500 3600 3750
Time 60 60 60 60 55 55 55 55 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/540 1/545 1/590 1/590 1/590 1/590 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8-12 15-35 40-100
Initial aivot 1389 1710 2063 2448 2694 2990 3155 3350 3400 3600 3750
Time 60 60 60 60 55 55 55 45 45 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/720 1/720 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 1548 1875 2223 2590 2815 3087 3240 3400 3550 3700 3750
Time 60 60 60 60 60 55 55 55 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/540 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 1809 2136 2466 2798 2997 3225 3350 3500 3600 3700 3750
Time 60 60 60 60 60 55 55 55 35 25 20
Dt 1/545 1/545 1/545 1/545 1/545 1/590 1/590 1/590 1/900 1/1300 1/1600
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6-8 10-15 20-35 40-100
Initial aivot 2014 2332 2642 2944 3120 3316 3423 3550 3650 3700 3750
Time 60 60 60 60 55 55 55 55 35 25 20
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LIITE 7.  
Teoreettisten simulaatioiden lähtöpitoisuudet aivoissa Jmax/Css = 10 
 
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8-12 15-35 40-100
Initial aivot ,4042 0.5638 ,801 1,19 1,571 2,31 3,03 4,4 6,2 12 23
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8-12 15-35 40-100
Initial aivot 0,8 1,1115 1.5685 2,307 3,018 4.36 5.61 7.85 10 16 26
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8-12 15-35 40-100
Initial aivot 1,1874 1,6425 2,305 3.358 4,3527 6,185 7.83 10.7 14 20 30
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 1,567 2,1588 3,01216 4.349 5,5892 7,817 9.76 12.99 15.6 17,6 19.4 22 30
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 1,9387 2,6607 3,692 5,2844 6,7374 9,291 11.46 14.95 17.6 19,8 21,5 25 32
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 2,835 3,8557 5,2802 7,409 9,279 12,41 14,925 18.92 21,4 23,5 25.1 27 33
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 3,6899 4,972 6,7274 9,2735 11,437 14,914 17,585 21,42 24 26 27,4 30 35
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 5,276 6,9985 9,2675 12,3915 14,902 18.685 21.4 25,03 27,3 29 30,2 33 35
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 6,7225 8,79 11,4244 14,896 17,5625 21,391 24,0055 27,346 29,4 30.8 31,8 33 35
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 9,26185 11,8135 14,8895 18.6695 21,382 25,015 27,337 30,13 31,8 32.8 33,6 34 36,5
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 11,4181 14,2675 17,552 21,3775 23,991 27,33 29,378 31,85 33,1 34 34,5 35 36,5
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 13,2725 16,299 19,6605 23,416 25,888 28,9425 30,755 32,8 33,95 34,7 35,2 36 37
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 14,8835 18,0085 21,373 25,0058 27,3275 30,123 31,749 33,558 34,55 35,2 35,6 36 37
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 17,546 20,7253 23,9842 27,3251 29,3704 31,7462 33,085 34.54 35,32 35,8 36,15 36,5 37,5
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
Dt 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1092 1/1310 1/1638
Kt/Jmax
Ppass 0,5 0,7 1 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15-35 40-100
Initial aivot 19,6557 22,7885 25,8815 28,93605 30,75 32,806 33,941 35,158 35,8 36,1 36,4 37 37,5
Time 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20
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LIITE 8.  
Permeabiliteetin (Papp *10-6 cm/s) ja logD:n/PSA:n korrelaatio.  
 rotan kuolematon solulinja,  naudan primäärisolulinja, MDR1-MDCKII-solulinja,  
 rotan mikrodialyysi, rotan in situ aivojen perfuusio. 
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LIITE 9.  
Permeabiliteetin (Papp *10-6 cm/s) ja pKa:n/logP:n korrelaatio.  
 rotan kuolematon solulinja,  naudan primäärisolulinja, MDR1-MDCKII-solulinja,  
 rotan mikrodialyysi, rotan in situ aivojen perfuusio. 
Vertailu Papp vs logP
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LIITE 10.  
Efluksimallin testauksen pitoisuuskuvaajat yhdistettynä Syväsen tutkimusryhmineen (2006) 
simuloimiin pitoisuuskuvaajiin. 
A. 
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